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RESUMEN

La hormona de crecimiento (GH) es una familia de proteinas constituida por varantes
moleculares de masa y carga, descritas en todos los vertebrados. La heterogeneidad
molecular de la GH puede ser una de las explicaciones a su diversidad fimcional. Se han
descrito efectos metabolicos directos y efectos de crecimiente esquelético que son
parcialmente directos y parcialmente mediados por el factor de crecimiente tipo nsulna-1
(IGF-1). Uno de los efectos descritos para esta hormona ha sido su participacion en la
regulacion del metabolismo periférico de las hormonas tiroideas a través de la imhibicion de
1a via de inactivacion, que involucra la participacién de la enzima desyodasa Tipo III, lo que
se tradice en un aumento en los niveles circulantes de la forma mas activa de las hormonas
tiroideas (T3). Este efecto se ha estudiado en embriones de pollo, sin embargo, en otras
especies se ha observado un aumento en los niveles de T3 por efecto de la administracion de
GH y se sugiere su influencia en la via de activacion de las hormonas tiroideas,
especificamente sobre la enzima desyodasa Tipo 1. E] objetivo de este trabajo fue analizar la
relacion eutre la GH y el metabolismo periférico de las hormonas tiroideas cm tres
condiciones experimentales, Tnicialmente se estandarizaron las distintas metodologias que
perniitieron evaluar los cambios en los niveles hormonales (GH, T3, T4) y en la actividad
enzimatica de las desyodasas Tipo 1 y III hepaticas en pollos de distintas edades. En un
primer experimento se analizaron los cambios en los niveles de T4 y T3 por efecto de la
administracion de GH de pollo de origen recombinante (rcGH), se observo una disminucion
siguificativa (p<0.001) en los niveles de T4 plasmitica y un aumento significativo (P<0.001)
en los niveles de T3 circulante. Por fo tanto al analizar la relacion T3/T4 se encontrd un
anmento significativo (P<0.001) en la tasa de produccion de T3, lo que sugiere que por
efecto de la administracion de rcGH se produce un aumento en la formacién de T3 a partir
de T4 periférica. En ¢l segundo experimento se analizd el efecto inhibitorio de la
administracion rcGH y una variante molecular de la GH de 15kDaa hepatocitos de embrion
de pollo en cultive primatio. Se observd que ambos tratamientos producen este efecto de
manera similar. Finalmente embriones de 19 dias, pollos de 1-3 dias y 13 dias posteclosion
fueron sometidos a bajas temperaturas durante diferentes tiempos con el objetivo de
observar aumento en los niveles de T3 circulante y cambios en los niveles de GH que
pudieran ser correlacionados, sin embargo, en ningin caso se encontraron cambios

significativos por efecto de la temperatura.




INTRODUCCION

Los organismos pluricelulares son sistemas organizados en los que grupos
celulares se han especializado en determinadas funciones. La relacidn que
existe entre un organismo y ¢l ambiente que lo rodea, produce cambios en el
individuo que generan una respucsta de diferentes tipos celulares, que aunque
realicen tareas distintas estan coordinadas para cumplir con una funcion en
particular. La comunicacion celular ocurre de manera general a través de
mecanismos eléctricos v quimicos. En algunas situaciones fisioldgicas el
organismo utiliza todas las formas de comunicacion celular para mantener su
medio mterno dentro de pardmetros considerados como estables. Un buen
ejemplo de esto son los procesos de control de la temperatura o el desarrollo
que estan regulados por la interaccion concertada de los sistemas
newoendocrino y nervioso. En ambos casos, las hormonas tiroideas y la
hormona de crecimiento (GH) se mantienen en constante interaccion,
participando en procesos metabolicos como el anabolismo proteinico y el
mantenimiento de la demanda energética. La relacion entre estas hormonas se
ha planteado en dos sentidos. Por un lado se han reconocido los efectos de las
hormonas tiroideas sobre la sintesis y secrecién de la GH a distintos niveles del
eje hipotalamo-hipdfisis, lo que se ve reflejado en un aumento de los niveles
circulantes de la hormona. A su vez, esta Gltima participa en la regulacion del
metabolismo penférico de las hormonas tiroideas, provocando un aumento de
su forma mas activa (T3) en la circulacién general.

Estas interacciones se han estudiado evaluando la participacién de la familia de
hormonas de crecimiento como una sola entidad, en este trabajor se estudio la
refacion entre la GH y el metabolismo periférico de las hormonas tiroideas
utilizando tres condiciones experimentales que permitieran evaluar la
participacion de cada una de las variantes moleculares de Ia GH en este efecto.
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Hormona de crecimiento ;
La GH es una hormona proteinica que junto con la prolactina y el lactogeno
placentario constituyen una familia de hormonas homologas relacionadas
estructural y funcionalmente (7).

Estructura
La GH esta formada por una cadena de cerca de 200 residuos de aminoacidos

" (dependiendo de la especie) que contiene un asa central grande, asi como un

asa pequefia cercana al extremo carboxilo terminal, formadas por puentes
disulfuro. La hormona tiene un peso molecular (PM) de aproximadamente
22000 Da y es la forma mas abundante en vanas especies. En las aves
representa aproximadamente el 10% de la proteina hipofisiaria total (73); esta
constituida por una cadena de 191 residuos de aminoacidos y los puentes
disulfuro estan formados por cisteinas localizadas en las posiciones 53-164 y
181-189 (7).

Variantes moleculares de Ia hormona de crecimiento.

La GH es una familia de proteinas homélogas pero no idénticas entre si,
constituida por variantes moleculares de masa y de carga (7). Su
heterogeneidad molecular ha sido descrita en mamiferos (30, 49), aves (1, 2,
10, 39), reptiles (78) y peces (42).

En las aves hay evidencias suficientes de que existen una serie de variantes de-

masa tanto en la adenohipdfisis (3, 39) como en el plasma (52). En la glandula,
el analisis mediante la electroforésis desnaturalizante (SDS-PAGE) bajo

condiciones no reductoras, revela que predomina la forma monomérica de la
hormona (22 kDa). Sin embargo también se identifican formas de alto PM (3,

39) que corresponden probablemente a oligdmeros o "agregados” de la forma
monomérica, la mayor parte de ellos unidos por puentes disulfuro
intercatenarios (7).

Cuando la electroforésis se hace en condiciones reductoras desaparecen la.

mayor parte de las formas de alto peso molecular, la proporcion del monomero
incrementa y permanece una pequefia cantidad de dimero resistente a la
reduccion. Adicionalmente se han encontrado 2 variantes de masa que
posiblemente sean producto de un proceso proteolitico; una forma con un PM

" de 25 kDa observada en condiciones no reductoras y un fragmiento de 15 kDa

observada en condiciones reductoras. Por otra parte, cuando se analiza la GH




de pollo (cGH) por electroforésis no desnaturalizante se han identificado tres
vanantes de carga (0.23, 0.3 y 0.35) (1). Cuando se incrementa la resolucion
utilizando isoelectroenfoque y Western biot es posible identificar de 8 a 10
variantes de carga (3, 39), algunas de las cuales parecen estar reguladas durante
el desarrollo de estos animales (39).

La presencia de variantes de masa y carga de la ¢cGH sugiere la existencia de
mecanismos de modificacion estructural que pueden ser secundarias a: 1) la
multiplicidad  geémica, 2) el procesamiento alternativo de mRNA y 3)
modificaciones postraduccionales (glicosilacion, fosforilacion, agregacion,
procesamiento proteolitico, desarmdacion, etc.). Al analizar la heterogeneidad
molecular de la hormona de crecimienio de pollo se han estudiado las
modificaciones postraduccionales de la hormona. Asi, se encontré una vanante
glicosilada (la glicosilacion contribuye con el incremento de PM en las
proteinas). En condiciones reductoras la ¢GH glicosilada {(G-cGH) tiene un PM
aparente de 29 kDa. Estudiandola con diferentes criterios electroforéticos se
mostrd que esta isoforma también presenta heterogeneidad molecular (5),
encontrandose 6 variantes glicosiladas, 3 de las cuales eran predominantes (pl=
6.52, 6.7y 7.17) y todas ellas con el mismo PM (29 kDa). L.a G-¢cGH se ha
medido en plasma y muestra variaciones de acuerdo con fluctuaciones
fisiologicas (7).

Otra modificacion postraduccional que contribuye a la heterogeneidad de carga
en una proteina puede ser la fosforilacidn, confiriéndole caracteristicas mads
acidas a la molécula (7). Una proporcion significativa de Ia hormona parece
estar fosforilada (1) y las células de la hipdfisis del pollo en cultivo primario
pueden incorporar fosfato radioactivo a la banda inmunorreactiva a ¢cGH cuya
liberacion es estimulada por el factor liberador de la GH (GRF) (4). Ademas,
en estudios in vitro la hormona puede ser fosforilada a través de proteinas
cinasas (proteinas involucradas en mecanismos de transducciéon de sefiales
hormonales).

Por otro lado, como ya se dijo, se han encontrado 2 variantes de masa que
posiblemente sean producto de un proceso proteolitico; la forma con 25 kDa
sugiere una forma cortada de 2 cadenas. Esta forma al analizarse en
condiciones reductoras desaparece e incrementa la proporcion del fragmento de
15 kDa. Se ha sugenido por estudios in vitro, que enzimas del tipo de la
trombina y/o la colagenasa podrian estar involucradas en la generacion de la
c¢GH cortada in vivo (6 | 7).




Efectos de la GH

La heterogeneidad molecular de la GH puede ser una de las explicaciones a la
diversidad funcional de la hormona. Asi, se han descrito efectos metabdlicos
directos que facilitan el crecimiento muscular y la conservacion de la glucosa y
efectos de crecimiento esquelético que son parcialmente directos y
parcialmente mediados por el factor de crecimiento tipo insulina-I (IGE-).
Entre los primeros se incluyen: la estimulacion de la lipolisis, captura y
trasporte de amino4cidos, sintesis de proteinas, la inhibicién de la lipohisis
estimulada por adrenalina o por glucagon, inhibicion de la lipogénesis inducida
por la insulina, induccion de la resistencia periférica a la insulina (efecto
diabetégeno) y participacion en la regulacion de la absorcién tubular de algunos
jones. Por otra parte, estimula el crecimiento lineal del esqueleto participando
en la diferenciacién de los precondrocitos, estimula la diferenciacion de
preadipocitos, mioblastos y posiblemente de gran variedad de tejidos
incluyendo la placa cartilaginosa de la epifisis (7). En la siguiente tabla se
enlistan en general algunos de los efectos que se le han atribuido a fa GH.

EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA GH

Efectos Referencias
Crecimiento corporal directo € indirecto Scanes C. G., 1995¢
Liberacion de 1GF-1 Scanes C.G., 1995¢
Mitogénesis en osteoblastos Scanes C. G., 1986
‘Adipogénesis (diferenciacion) Scanes C. G., 1995¢
Angiogénesis Gould, J., 1995
Diabetégeno Scanes C. G, 1995d

Mantenimiento de la poblacion cefular del tejido|Scanes C. G, 1995h
lnfatico

Estimulacion del transporte de glucosa _ Scanes C. G., 1995d
Lipolisis Arimburo, C., 1990a
Antilipolitico inducido por glucagon Aramburo, C., 1990a
Antilipogénico ' Scanes C. G., 1995¢

Transporte de aminoacidos y sintesis de proteinas en) Scanes C. G., 1995f
mnsculo




Efectos . Referencias

Modulacion en la funcién reproductiva y maduracion | Scanes C. G., 1995g
sexual

Osmorregulacion Scanes C. G., 1995i
Estimula ia liberacion de insulina Scanes C. G., 1995§
Influencia la tasa de produccion de T3 circulante Scanes C. G., 1995j

(inhibicion de la actividad 5-D-1H1 hepatica en pollos) | Darras, V.M., 1993
Efecto neuroendocrino (autorregulacion a través del | Harvey, S., 1995¢

hipotdlamo)
Neuromodulador y proliferacion de neuronas y|Harvey, S., 1995d
células ghales

Heterogeneidad molecular y funcional de la GH

Se sabe poco del papel de esta familia de hormonas durante el desarrollo
embrionario. En el embrion de pollo se ha podido detectar actividad
somatotropica en la adenohipofisis a partir de 15 dias de incubacion asi como la
presencia de GH circulante poco tiempo después (25, 31). La concentracion de
la ¢GH circulante se incrementa progresivamente a partir del dia 17 de
incubacion, para el dia 1 a 3 de edad post-eclosion la concentracion aumenta
hasta 315% (31), alcanzando su maxima concentracion entre los dias 5 y 8 de.
edad. Por otra parte, se ha reportado que el patrén de variantes de masa en la
adenohipofisis es diferente en distintas etapas del desarrollo, por ejemplo la
forma de 15 kDa representa el 13.7% del contenido de GH en hipofisis de
embriones de 18 dias , comparado con 4.8% a las 4 semanas de edad y 1.2% en
adultos. Astmismo, se observo que la proporcion de formas de alto peso
molecular, como la de 88kDa, es mayor a medida que se avanza en la edad, y
estan muy poco representadas en la etapa embrionaria (5% en embriones de 18
dias y 17.9% en pollos de 4 semanas de edad). Esto sugiere que las variantes
estan sujetas a algin tipo de regulacion dependiente del estadio de desarrollo
del animal, y por ¢llo se sugiere que la GH puede estar desempefiando papeles
especificos en distintas etapas del desarrollo (7).

Se ha reportado especificidad de funciones para los distintos miembros de la
famiha de la GH. En humanos se ha visto que la isoforma de 20 kDa presenta
actrvidad diabetogena y sobre el crecimiento equivalente al de la forma de 22
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kDa, sin embargo, sus efectos tipo insulina son muy reducidos en estudios in
vitro. Ademas se ha identificado que algunos fragmentos de la GH humana que
contienen el exiremo amino terminal tienen influencia hipoglucemiante,
incrementando el efecto de la insulina, a diferencia del fragmento 172-191 de
GH humana que tiene efecto hiperglucemiante y antilipogémico (60). En el
pollo, al menos 2 variantes de carga (Rf = 023 y 0.3) presentan diferente
bioactividad en el metabolismo de lipidos, siendo la 0.23 esencialmente
lipolitica mientras que la 0.3 manifiesta una actividad antilipolitica (1, 3). Sin
embargo, ambas presentan una actividad somatotropica equivalente (7.

Mecanismo de accién de la GH

Bl receptor de GH (GHR) pertenece a la superfamibia de receptores
hematopoietina/citocininas en la que se encuentra la PRL, GH, citocininas,
interferén e interleucinas, entre otros. Se caracteriza por contener un dominio
extracelular, un dominio membranal y uno intracelular (34, 15). Los GHR
presentan heterogeneidad molecular que también puede contribuir con la
diversidad funcional de la GH. El GHR presenta modificaciones
postraduccionales tejido-especificas como la glicosilacién y ubiquitinacion.
Ademas, por edicién alternativa se producen transcritos y proteinas de diferente
tamafio. A través de estudios con anticuerpos monoclonales se han identificado
subtipos de GHR en. algunos tejidos como el higado y tejido adiposo, y
comparando la union de estos receptores en algunos érganos con las formas 22
y 20 K de GH humana, se encontraron diferencias en su capacidad de umon
(34).

La GH se une secuencialmente a dos moléculas de su receptor, causando su
dimerizacion y cambios conformacionales importantes para la funcién de la
hormona. Estos cambios producen un aumento en la uniéon del GHR y una
tirocina cinasa de la familia Janus (JAK2), promoviendo la fosforifacion de
ambos en los residuos de tirosina por la misma JAK2. Esto produce la
asociacion y activacion de una cascada de protemas en la que participan las
protefnas  SHC, Grb2, posibiemente proteinas como Sos, Ras, Raf y
posteriormente las proteinas cinasas asociadas a microtabulos, activadoras de
la mitosis o reguladas por una sefial extracelular (cinasas MAP/ERK) (esquema
1) (61 y 15). La fosforilacion de estas cinasas produce la activacion de otras

cinasas, fosfolipasa A2, proteinas del citoesqueleto y factores de trascripcion

como los conocidos de respuesta temprana Fos y Jun, que son factores de




transcripcion involucrados en el crecimiento, diferenciacton y se relacionan con
genes de respuesta tardia. Para la expresion de c-fos mtervienen factores que se
unen al DNA, como el factor de respuesta sérica (SRF) y el complejo de
factores terceros (TCF). La GH también induce la expresion de genes como c-
myc que codifica factores de transcripcidén involucrados en la proliferacion
celular. La regulacion de eventos metabdlicos por GH reflejan la expresion de
genes especificos de cada tipo celular. En los adipocitos la GH participa en la
expresion de enzimas lipogénicas y lipoproteinas a través de Fos. También
participa en la expresién de los transportadores de glucosa (GLUT) y en el
higado interviene en la expresion del gen que codifica para IGF-1.

Se sugiere que a través de una via directa y dependiente del tipo celular, en la
que interviene JAK2, la GH activa proteinas de la familia Stat que son
transductoras y activadoras de la transcripcidn, éstas se unen a otras proteinas
formando homodimeros y heterodimeros que se translocan al niicleo y se unen
con el DNA, activando la transcipcion de genes blanco. La GH estimula la
expresion del gen Spi 2.1 -que codifica en el higado para un inhtbidor de una
serina proteasa-, con la intervencion de un complejo proteinico que contiene
una proteina Stat5 (15).

Una tercera via de transduccion de GH interviene en el efecto tipo insulina, es
decir en el aumento del transporte de glucosa por reclutamiento de GLUT 1 y 4
en la membrana. En esta via la GH y la insulina comparten moléculas sefial
como las proteinas llamadas “sustrato principal del receptor de mnsulina” (IRS).
En respuesta a GH se fosforilan IRS-1 ¢ IRS-2 y se piensa que se lleva a cabo a
través de JAK2. En consecuencia se activa la fosfatidil inositol cinasa que se
sabe que aumenta el transporte de glucosa, la sintesis de DNA vy la actividad de
una enzima implicada en el ciclo celular llamada p70 15 kDa. También se sabe
que esta cinasa interviene en la sintesis de lipidos dependiente de GH y en la
lipdlisis inducida por noradrenalina (15}.

Se ha reconocida una cuarta via en la sefalizacion de respuesta a GH es aquella
en la que se activa una proteina cinasa C (PKC) que se requiere en efectos
como lipogénesis, expresion de c-fos, unidén de proteinas nucleares a
oligonucledtidos, incremento de Ca®* iniracelular y activacion de otras cinasas.
La activacion de PKC se lleva a cabo a través de la union del GHR a una
proteina G, que a su vez se une a una fosfolipasa C y en consecuencia se
produce diacilglicerol (DAG) que se sabe que es un activador de PKC. El
incremento de Ca® intracelular se produce por aumento en los canales tipo L
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activados por voltaje y es importante en algunos efecios de la GH, como los
tipo insulina. Otro efecto de GH que requiere el efecto permisive de PKC es la -
expresion de enzimas como el citocromo P450, que estd involucrado en el
metabolismo de esteroides en ambos sexos y esta influenciado por las
diferencias sexuales en la secrecion de GH (15, 61).

Glucosa

‘Esquema 1. Mecanismo de accion de la GH (Carter-Su, 1996).

GH=hormona de crecimiento, GHR=receptor para la hormona de crecimienio,

JAK?2=tirocinia cinasa de la familia Janus, SHC=proteinas de la familia Stc-

homologas, Sos=proteinas “son of seveless”, MAPK= cinasas asociadas a
microtubulos, ERK=profeinas tirocilfosforiladas dependientes de GH,

MEK=ERK/MAP cinasas, TCFs=complejo de factores ternarios, SRI=factor de

respuesta sérica, SRE=elemento de respuesta sérica, SIE=clemento inducibie-sis,

STAT= sefial activadora y traductora de la transcripcion, PLC=fosfolipasa C,

DAG= diacilglicerol, PKC= proteina cinasa C, IRS=sustrato del receptor para

insulina,
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Regulacion de la secrecion

La secrecion de GH se ha estudiado fundamentalmente con la GH total y se
sabe poco del patron de secrecion de las variantes moleculares de esta hormona
ante las diferentes sefiales que la regulan.

La GH se sintetiza y almacena en los somatotropos del 16bulo caudal de la
adenohipofisis. Los niveles circulantes de la hormona se modifican ante
situaciones como: el crecimiento y desarrollo, la privacion de alimento,
exposicion al frio, el ejercicio y durante el suefio de ondas lentas (24).

En las aves la regulacidén de la secrecion de GH involucra la integracion de
multiples sefiales metabdlicas y hormonales, dentro de estas ultimas esta
involucrado el control hipotalamico en el que intervienen al menos 3 factores
hipofisiotrapicos como son: la Hormona liberadora de la tirotropina (TR1J), el
factor liberador de la Somatotropina (GHRH) y la Somatostatina (SRIF) (34).
La expresion del gen de GH depende de distintos factores de transcripcion
activados via AMP ciclico. La GHRH y la SRIF tienen un efecto antagdnico
sobre los niveles intracelulares del AMPc a través de la activacion de proteinas
Gs y Gi respectivamente. La activacion de Gs permite la disociacion de la
subunidad o y en consecuencia la estimulacion del adenilato ciclasa. El AMPc
estimula la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPe, permitiendo la
disociacion de la subunidad catalitica que se transloca al nicleo y fosforila el
factor de transcripcion CREB (elemento de respuesta de unidon a proteina-
AMPc) el cual activa la transcripcion  de los genes c-fos y Pit-1. Este ultimo
activa la expresion del gen de GH y del receptor de GHRH (11) (esquema 2).
La secrecion de GH tiene un comportamiento pulsatil y los tejidos blanco son
mas sensibles a la frecuencia que a la cantidad secretada en un periodo similar.
Un pulso de secrecion de GH esta controlado por la ritmica liberacion alternada
de GHRH y SRIF, este patron intrinseco del ritmo hipotalamo-somatotropos
puede ser modificado por algunos neurotransintsores, hormonas, y metabolitos
mtermediarios (24).

el
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Esquema 2. Modelo teérico de transduccion para la expresion del gen de GH
en el somatotropo. '

La noradrenalina (adrenalina), acetilcolina, dopamina y algunos neuropéptidos
como los péptidos opioides y la galanina participan en la liberacion de GH a
través de la regulacion del efecto de los factores hipofisiotropicos (24).
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Esquema 3. Regulacién de la secrecién de GH. ( solo en aves)

La secrecion de la TRH esta influenciada por los niveles circulantes de las HTs,
por lo tanto, el incremento en la concentracion de T3 tiene un efecto inhibitorio

en la secrecion de la GH inducida por TRH (32). En pollos, las HTs tienen un

efecto inhibitorio sobre la sintesis y liberacion de la GH inducida por TRH vy
GHRH, posiblemente a través de la disminucion en la sensibilidad de los
somatotropos a GHRH, por un lado, y por la reduccién de los niveles -de
secrctagogos de GH liberados (54).
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Otra hormona que participa en el control de la transcripeion del gen de GH y la
liberacion de ésta son los glucorticoides, los cuales tienen un efecto
estimulatorio. Los esteroides sexuales participan en la maduracion del patron
de secrecion de GH modulando GHRH y SRIF en el hipotalamo (24, 8).

Por otro lado se sugiere un mecanismo de regulacion por GH Hamado de asa
ultracorta, en el que se supone un efecto inhibitorio sobre su secrecion.
También puede estar mediada por factores parcrinos extrasomatotropicos, por
ejemplo a través de las IGFs que se producen en la hipéﬁsis en respuesta a GH,
y que inhiben la liberacién y transcripcion del gen de GH basailes e inducidas
por GHRH. Ademas la GH sistémica disminuye su propia secrecion basal o
estimulada independientemente de cambios en otras hormonas o metabolitos
inhibitorios como la glucosa o acidos grasos libres. Se piensa que este efecto
puede ocurrir por inhibicién de los receptores a GHRH, TRH, por aumento de
fos receptores a SRIF, por la combinacion de ambos en las membranas
somatotropicas o por dafio en la sefial de transduccién. También la GH
sistémica regula su secrecion a través de su efecto sobre los niveles de otras
hormonas como los IGFs hepaticos, entre otros (33).

Hormonas tiroideas

JLas HTs, que se sintetizan, almacenan y secretan al torrente circulatorio por ia
glandula tiroides, constituyen una familia de mensajeros que por su naturaleza
quimica también son llamadas yodotironinas,

Estructura

Hasta donde se sabe, las HTs son las tnicas sustancias bioactivas de origen
natural que contienen yodo en su estructura molecular. La incorporacion de este
a la tiroglobulina -que es una glucoproteina dimérica sintetizada por la glandula
tiroides~ constituye un paso obligado para la sintesis de las tironinas. Esta
molécula es la estructura basica a partir de la cual, y dependlendo del pimero y
la posicion de los atomos de yodo que contenga, se derivan las HTs (77). La
tiroxina o tetrayodotironina (T4) tiene un peso molecular de 776.93 y contiene
cuatro atomos de yodo en su estructura molecular, mientras que la
triyodotironina (T3) contiene 3 yodos y un peso molecular de 651.01 (50).
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Funcién

Las hormonas tiroideas tienen multiples efectos fisiologicos que abarcan desde
el nivel organico hasta el celular y molecular. En términos generales se han
agrupado en dos categorias principales: 1) sus acciones y efectos sobre el
desarrollo y 2) su participacion en la regulacion del metabolismo energético del
organismo. El papel fisiologico de las HTs durante el desarrollo consiste
basicamente en regular el crecimiento y maduracion de los diferentes organos vy
sistemas del individuo. Esto es particularmente claro en el caso del tejido
nervioso. Actualmente se conoce que independientemente de la estrategia
ontogénica de la especie, las HTs son determiantes para que en el periodo
critico correspondiente ocurran la neurogénesis y la maduracion del sistema
nervioso. Por otra parte, se sabe que las HTs controlan el consumo de oxigeno
y el metabolismo energético del organismo a través de la regulacion de la
oxidacion de carbohidratos y grasas, participando asi en [a sintests de enzimas
esenciales y proteinas estructurales y de exportacion de practicamente todas las
células del individuo. La importancia de este papel regulador, ha llevado a
sugerir que las HTs constituyen una parte fundamental de los mecanismos
homeostaticos v homeorréticos o reostaticos que se instalan en el organismo
durante diversos procesos fisiolégicos.

Tradicionalmente, se ha sefialado que por su tamafio y caracteristicas
fisicoquimicas las hormonas tiroideas difunden a la célula blanco por difusion
pasiva y transportan directamente al nucleo celular, en donde estimulan la
sintesis de proteinas. Sin embargo, en los ultimos afios, se han realizado
estudios que muestran que las hormonas tiroideas interaccionan con sitios
especificos de unidén o receptosomas en la membrana plasmatica de las células
blanco. Asi ahora se reconoce que el transporte intracelular de las tironinas, es
un proceso activo (dependiente de ATP), estereoespecifico y saturable, en el
cual intervienen proteinas membranales con una afinided moderada pero con
una capacidad de umidn relativamente alta con respecto a los receptores
nucteares de T3. Ademas se ha sefialado que estos sitios de union en la
membrana plasmatica, estan asociados con otros procesos de transporie como
iones (Na", Ca™) y substratos metabélicos (glucosa). (21 y 70).

Regulacion de 1a secrecion _ )

La sintesis y secrecion de las HTs es regulada por mecanismos de naturaleza
metabolica que dependen fundamentalmente del aporte dietético de vodo y por
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mecanismos de naturaleza neurohumoral que mantienen los miveles de HTs
circulantes. La funcion de la glandula tiroides esta regulada por una compleja
cascada de sefiales neuroendocrinas especificas, que desde el punto de vista
funcional constituyen el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides. (50) El hipotalamo
estimula la sintesis y secrecion de la hormona estimulante del tiroides o
tirotropina (TSH), a través de la hormona liberadora de la tirotropina (TRH), e
inhibe su secrecién mediante 1a accién de la somatostatina (SRIF). A su vez la

" TSH, secretada por los tirotropos de la adenohipdfisis, es el factor mas

importante que determina el funcionamiento de la glandula tiroides,
estimulando a las céhulas foliculares o tirocitos para sintetizar y secretar HTs
(77, 50). Cuando las concentraciones de estas uitimas hormonas en ¢l plasma
se encuentran elevadas se inhibe la secrecion de TSH (27).

Desyodacion periférica

La T3 es la forma mas activa de las HTs y en la mayoria de las especies, el
80% de ella se produce fuera de la tiroides por desyodacion en la posicion 5' de
la T4 (50). Sin embargo, se ha reportado que la glandula tiroides de las aves
produce solo T4, de tal manera que en esta especie la produccion de T3 es
totalmente extratiroidea o periférica (48). Por otro lado, la desyodacion
periférica de la T4 genera practicamente el total de la triyodotiroruna reversa
(T3), un isémero de la T3 al cual no se le conoce actividad biologica . Se ha
mostrado que las tironinas son desyodadas de manera selectiva y diferencial en.
practicamente todos los organos del individuo, la desyodacion es organo-
especifica y cada uno presenta marcadas diferencias en los niveles de actividad
enzimatica, lo que determina a nivel local la concentracion y tipo de tironina,

regulando asi su efecto biologico (50). Esta biotransformacién implica la

desyodacién del anillo fendlico o externo (5'D), por medio de la cual la T4 se
convierte en T3 y la T3 en 3,3-T2, 'y la desyodacion del anilio tirosilo o
interno (5D) que a partir de la T4 se genera en r'T3, y a partir de la T3 forma
3.3-T2. Por sus implicaciones fisiologicas la desyodacion 5D y la 5D se
conocen como vias de activacidon y desactivacion, respectivamente (77). En
este proceso se ha descrito la participacion de tres enzimas: la 5D Tipo Ly Iy
la SD-IlI. La 5' desyodasa tipo I, caracteristica del higado, nfion y tiroides,
cuyo principal sustrato es iarT3 y T4, y en menor grado la T3, desyoda en la
posicion 5, sin embargo también tiene actividad 5D (50). El estado de
sulfatacion de las tironinas parece tener influencia en la reaccion catalitica de
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esta enzima; las tironinas no sulfatadas (T4 y rT3) son predominantemente
desyodadas en el anillo externo (5°D), mientras que las sulfatadas (T4 y T3) se
desyodan en el anillo interno (5D) (72). Se ha reportado que gran parte de la T3
producida por la $D-I se exporta a la circulacién sanguinea, por lo que se
propone que ¢l higado y el nfién son la fuente principal de T3 circulante. La
S'desyodasa tipo 11, caracteristica del sistema nervioso central, hipofisis, grasa
parda, recientemente se ha identificado en supratrenal y pineal, su principal
sustrato es la T4, por lo que se le llama "la verdadera desyodasa de la T4", sin
embargo también desyoda a la rT3. La T3 producida a través de la actividad
5'D-II es utilizada por las células del mismo 6rgano que la produce, excepto en
la grasa parda, que en determinadas situaciones fisiologicas aporta cantidades
significativas de T3 a la circulacion. Finalmente la 5 desyodasa tipo III, que es
caracteristica del sistema nervioso central y placenta, desyoda en la posicion 5
y utiliza como sustrato a la T3 preferentemente sobre la T4, por lo que incide
directamente en la desactivacion de la hormona (50).

Desyodacion en aves.

La biotransformacion de las hormonas tiroideas se ha estudiado principalmente
en mamiferos, sin embargo existen evidencias de la presencia de enzimas con
actividad comparable en las aves, donde la tipo I se encuentra presente en
higado (26) y rifién (50), mientras que la actividad tipo II se ha reportado en el
higado de codorniz (18) y en el cerebro de pollo (76), y finalmente la actividad
tipo III se ha encontradc en higado y cerebro de pollo (26). Ademis, se ha
encontrado que la conversion de T4 a T3 aumenta durante la exposicion al frio,
cambios nufricionales (composicién de la dieta) y por diferencias entre las
lineas de pollos.

Por otra parte, el metabolismo periférico de las hormonas tiroideas madura
durante el periodo tardio del desarrollo del sistema tiroideo. Se ha descrito que
la actividad 5'D esta presente en el pollo a los 5 dias de la embriogénesis y que
en el cerebro la 5'D-I muestra un patron ontogénico bifasico que esta
relacionado con la maduracion neural en las especies precociales. La actividad
5'D decrece durante la sinaptogénesis y simultdneamente aumenta la actividad
5D-HI (76). Esta disminucion en la actividad 5'D en los embriones inmaduros
posiblemente protege el desarrollo del tejido nervioso durante esta etapa,
evitando su sobreexposicion a la T4 o a la T3 que se genera a partir de la
primera (T3/T4) (71). Posteriormente, la actividad 5'D se vuelve a elevar
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alrededor del dia 18 de la embriogénesis. Un patrén similar se puede observar
en ¢l higado durante la embriogénesis, en el que la actividad 5D-I se
incrementa en los dias 11-12 y 18-20 (76). Las concentraciones plasmaticas de
T3 en los dias cercanos a la eclasion aumentan principalmente debido a la
actividad 5D vy a los bajos niveles en la actividad 5D del higado, mientras que
la actividad en el rifién no es importante durante esta etapa (18). Esta elevacion
de T3 durante la etapa perinatal estd asociada con el inicio de la calorigénesis,
entre otros factores (57).

Interrelacion de Ia hormona de crecimiento y las yodotironinas.

La GH v las HTs son hormonas que participan en procesos metabolicos del
organismo, su interrelacion esta dirigida a la regulacién det metabolismo de
proteinas, lipidos y carbohidratos.

Se sabe que las HTs tienen efecto sobre la produccion de GH, a través de la
regulacion del gen que codifica para la sintesis de esta ultima. Especificamente,
la T3 forma con sus receptores nucleares un complejo hormona-receptor, que
se une a los llamados "elementos para la respuesta tiroidea (TREs)" del DNA y
estimula la transcripcion del GH-RNAm, la T3 regula de manera primaria la
sintesis de 1a hormona. Se sugiere que diferentes clases de receptores (o y P)
para HT's juegan diferentes papeles durante el desarrollo, en estudios realizados
con receptores 8 se observo que los niveles de éste, estan regulados durante el
desarrollo embrionario de la rata y el pollo (50). Sin embargo, en el pollo se ha
visto que un aumento en las HTs produce una disminucion en la sintesis y
secrecion de ¢cGH (54).

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que la GH tiene un efecto
estimulatorio sobre los niveles circulantes y la produccion hepatica in vitro de
T3 en embridn de pollo (46) y los cambios que ocurren al respecto después de
fa eclosion (17). El incremento de los niveles basales de la T3 es debido al
efecto combinado de la actividad 5D y 5D en el que predomina la actividad
5D. Darras y colaboradores (1992b) reportaron que la GH actua disminuyendo
la actividad enzimatica de la SD-II1, permitiendo asi que las concentraciones de
T3 se incrementen durante este periodo. En los trabajos realizados en pollos de
diferentes edades se observd que la administracién de GH tiene efecto en el
metabolismo de las hormonas tiroideas en embriones de pollo y animales
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adultos. Sin embargo, la administracion de suero antt-cGH en pollos en
crecimiento (20) produce disminucion de los niveles circulantes de T3. Se

piensa que durante el crecimiento rapido no se puede evaluar el efecto de la GH
administrada porque los receptores para esta hormona se encuentran
disminuidos por los altos niveles de GH endogena. En la siguiente tabla se

enlistan algunos trabajos sobre el efecto de la GH sobre el metabolismo
periférico de las HTs en diferentes especies.

Influencia de la GH sobre el metabolismo periférico de las HTs.

Especie Estudio Resultado Referencia
Nitios deficientes |administracidon |aumento de T3y Sato, 1977

en hGH de hGH disminucion de T4

Humanos adultos |administracion |aumento de T3y Moller, 1992
normales de rhGH disminucion de T4

Ratas administracion |aumento en la tasa de Gelhoed, 1992
tiroidectomizadas {de hGH depuracion de T3

aumento de T3 hepatica,
renal e hipofisiaria

Cerdos jévenes | administracion |aumento de T3 y Kirwood, 1989
de pGH disminucion de T4

Bovinos hembras |administracion |no hay modificactones de | Capucco, 1989,

adultas, lactantes, |cronica de bGH | T3 y T4 circulantes Peel, 1983

en crecimiento y
borregos en

crecimiento
Bovinos hembras |administraciéon | aumento de la " | Capuco, 1989
lactantes cronica de bGH | desyodacion 57 en
glandula mamaria
Bovino admnistraciéon |aumento ligero de T3 Byatt, 1992
cronica de bGH _
Borrego recién administracion |aumento de T3 Kiihn, 1986

nacido de oGH
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Especie Estudio Resultado ' |Referencia
Embriones de administracion | aumento de GH Kiihn, 1988
pollo de TRH y GRF [aumento de T3 y
| actividad 5°D hepatica
Pollos adultos administracic’m aumento de T3 y dela Kiihn, 1987
de oGH actividad 5°D
Pollos de 1 dia administracién | No se observan cambios | Darras, 1990
de ¢cGH
Embriones de administracion | disminucion de la Darras, 1992b
polio de cGH desyodacion 5-111 y sin
efecto sobre la 5°-1
Pollos de 4 administracion |disminucion de T3 y Darras, 1993
semanas de anti-cGH aumento de T4
plasmaticas
Peces administracion | aumento en la conversion |deLuze, 1984
de GH de T4 a T3
Trucha (in vitro) |administracion |No afecta la desyodacion | Sweeting, 1992
de GH 5’ hepatica

hGH=GH humana; rhGH= GH humana de origen recombinante; pGH=GH porcina, bGH=GH bovina,
oGH= GH ovina, cGH= GH de polio

Termorregulacion

Las aves y los mamiferos mantienen su temperatura dentro de niveles casi
constantes (homeotermia), a pesar de las variaciones del medio. Esto es
resultado de la interaccién de mecanismos aislantes, endotérmicos y
termoliticos. Los mecanismos termorregulatorios en homeotermos son de
naturaleza nerviosa y neuroendocrina, se activan cuando la temperatura del
medio es superior o inferior a un valor relativamente estable conocido como
zona termoneutral, que es cuando en el individuo no se altera la tasa metabdlica
apreciablemente. .

La relacion térmica del organismo con su entorno esta mediada por los
termorreceptores cutaneos (sensibles a frio y sensibles a calor), estructuras
nerviosas especializadas en registrar las fluctuaciones de temperatura y
enviarlas como impulsos aferentes hasta los centros integradores (15). De
manera general el hipotdlamo posterior y la médula espinal controlan los
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mecanismos de conservacion del calor que se activan cuando los homeotermos
son expuestos a bajas temperaturas (12).

En respuesta al frio interviene el sistema simpatoadrenal y el e¢je hipotalamo-
hipofisis-adrenal por lo cual hay wvasoconstriccién cutanea, piloereccion,
aumento en los niveles de catecolaminas y glucocorticoides circulantes. En
consecuencia se da un incremento en la gluconeogénesis y el catabolismo
proteinico (55). Simultaneamente se activan mecanismos termogénicos como el
tiriteo que es un aumento en ¢l tono de la musculatura esquelética (44).
Posteriormente se instala un proceso conocido como termogénesis sin tiriteo en
la que interviene el tejido graso pardo, cuyas mitocondrias contienen una
proteina llamada termogenina o proteina desacopladora (UCP). Esta proteina
aumenta el gradiente eléctrico intramitocondrial provocando un pobre
acoplamiento en la cascada de la fosforilaciéon oxidativa y por ende en la
sintesis de ATP. Esta respuesta termogénica depende de la inervacion
simpdtica que estimula la sintesis de la UCP, la movilizacion de lipidos e
induce la hipertrofia del tejido. También las hormonas tiroideas (HTs)
participan promoviendo el aumento del numero de receptores f3-adrenérgicos en
el tejido graso pardo y la T3 es un factor limitante en la sintesis de UCP . Los
glucocorticordes por otro lado, favorecen la termogénesis sin tiriteo debido a
sus efectos lipoliticos (37). También la hormona de crecimiento (GH) participa
durante el proceso de adaptacidn al frio por sus efectos en el metabolismo de
lipidos (38).

Termorregulacion en aves

En‘la aves existen algunas diferencias en los mecanismos de conservacion y
produccion de calor. En general, podemos decir que su plumaje es altamente
impermeable y aislante, la tasa metabdlica es mucho mas elevada con respecto
a los mamiferos y carecen de tejido graso pardo (38).

Las aves en general son poco tolerantes a las altas temperaturas, sin embargo,
la disminucion de la temperatura parece ser menos seria, la tasa metabdlica y la
actividad cardiaca se mantiene esencialmente constante en intervalos de
temperatura muy grandes, ademas se ha reportado que los embriones de pollo
doméstico sobreviven a 0°C durante lhr en cualquier periodo del desarrollo,
aunque con la exposicion cronica a bajas temperaturas se observa retraso en el
crecimiento (9). Tazawa, H. y col. (75) sosticnen que los embriones de pollo
hasta los 17 dias no presentan respuestas compensatorias al enfriamiento del
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la GH participa en el metabolismo periférico de las hormonas
tiroideas a través de la regulacion de la actividad desyodativa. Asimismo, se ha
observado en algunas especies, en diferentes estados fisiologicos que Ila
administracion de GH induce un aumento en los niveles circulante de T3. En el
caso de las aves se ha atribuido prinicpalmente a la inhibicién de la desyodasa
Tipo II1. Por otra parte, con respecto a las variantes moleculares de la GH se
conoce que existe especificidad de funcion, por lo que se puede pensar que solo
algunas de estas estan participando en la regulacion de las desyodacion
periférica de las hormonas tiroideas.

Ademas, en el proceso de termorregulacion se da un aumento de la T3
circulante, lo que permite plantear que la GH puede estar relacionada con este
cambio.

HIPOTESIS

La hormona de crecimiento y algunas de sus variantes tienen un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la Desyodasa Tipo III hepatica en pollos, con
el cosecuente incremento en ia produccién extratiroidea de T3.

Durante el proceso de termogenesis en pollos expuestos al frio la hormona de
crecimiento participa en el aumento de los niveles de T3. '
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la GH participa en el metabolismo periférico de las hormonas
tiroideas a través de la regulacion de la actividad desyodativa. Asimismo, se ha
observado en algunas especies, en diferentes estados fisioldgicos que la
administracion de GH induce un aumento en los niveles circulante de T3. En el
caso de las aves se ha atribuido prinicpalmente a la inhibicion de la desyodasa
Tipo HI. Por otra parte, con respecto a las variantes moleculares de la GH se
conoce que existe especificidad de funcion, por lo que se puede pensar que solo
algunas de estas estan participando en la regulacion de las desyodacion
periférica de las hormonas tiroideas.

Ademas, en el proceso de termorregulacion se da un aumento de la T3
circulante, lo que permite plantear que la GH puede estar relacionada con este
cambio.

HIPOTESIS

La hormona de crecimiento y algunas de sus variantes tienen un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la Desyodasa Tipo III hepatica en polios, con
el cosecuente incremento en la produccion extratiroidea de T3.

Durante el proceso de termogenesis en pollos expuestos al frio la hormona de
crecimiento participa en el aumento de los niveles de T3. |
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huevo, no obstante, a partir del dia 18 de incubacitn se observa un incremento
en la respuesta metabolica. Estos autores consideran que los pollos de esta
edad son organismos homeotermos endotermicos, pero no tienen la posibilidad
de responder eficientemente debido a la baja difusién de oxigeno a través del
cascaron, lo cual limita la capacidad de produccion de calor.

Por otra parte, algunos autores piensan que la termogénensis sin tiriteo en las
aves se origina en ¢l higado y en los musculos principaimente ¢ interviene la
" oxidacién de lipidos como principal proceso de produccion de calor. La
participacion de las HTs es muy claro, existe un aumento en los niveles
plasmaticos de T3 en respuesta al frio (38). Existe una correlacion directa entre
el consumo de oxigeno y los niveles plasméticos de T3 en pollos durante
diferentes etapas del crecimiento. Durante la adaptacion al frio en el invierno se
han observado altos niveles de 4cidos grasos libres que coincide con altos
niveles de GH plasmatica y se piensa que su efecto lipolitico controla el
metabolismo de lipidos durante este proceso (38).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la relacion que existe entre la GH y el metabolismo periférico de las
hormonas tiroideas.

L.

2.

Objetives particulares

Estandarizacion de métodos analiticos.

a)
b)
¢)
d)

o

Obtencidn de una curva patrén para determinar ¢GH por Inmunoensayo
enzimatico (ELISA).

Obtencién de una curva patrén para determinar la concentracién de T4 de
pollo por Radioinmunoensayo (RIA).

Obtencion de una curva patrén para determinar la concentracion de T3 de
pollo por Radicinmunoensayo (RIA).

Determinacion de la concentracion de proteina apropiada para
determinar la actividad 5°D hepatica en pollos por el metodo de
Radioyodo liberado.

Determinacion de la concetracidn de proteina apropiada para
determinar la actividad 5D hepética en pollos por cromatografia en

papel.

Analizar en un modelo in vivo el efecto fisiologico de la GH ex6gena sobre
la secrecion y metabolismo de las hormonas tiroideas.

a)

Determinacion de las concentraciones periféricas de las hormonas: T3,
T4 y 1a relacidon T3/T4, en pollos tratados con rcGH.

En un modelo in vitro analizar la participacion de la GH en la regulacion de
de a via de desactivacion hepatica de las hormonas tirordeas.
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a) Determinacion de la actividad SD-II en cultivo primario de hepatocitos
de embrion de pollo de 18 dias tratados con 1, 5, 10, 50, 100 y 500 ng
totales de rcGH y reGH de 15 kDa.

Analizar la participacion de la GH en la respuesta tiroidea, secundaria a la
termorregulacion en diferentes estadios fisioldgicos.

a) Andlisis de los niveles de rcGH en embriones de 20-21 dias sometidos
a 25-28 y 38 °C durante 2,4,8,19 y 24 horas.

b) Analisis de los niveles de rcGH, T4, T3 y la actividad 5°D hepatica de
pollos de 1-2 dias sometidos a 26-28 y 36-38 °C durante 2, 4, 8, 16,
24, 32, 40 y 48 horas.

c) Analisis de los niveles de rcGH, T4, T3 y la actividad 5°D hepatlca de
pollos de 13-15 dias sometidos a 15 y 32 °C durante 0.5, 12, 24. 37,
48 v 63 horas.
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MATERIAL Y METODO
Material biolégice

Animales

Para llevar a cabo los dlferentes experimentos propuestos (véase mas adelante)
se utilizaron embriones de polio de 19, 20-21 dias, pollos de 1-3 y 13-15 dias
posteclosion.

Procedimientos Analiticos

La determinacion de las concentraciones circulantes de T4, T3, cGH total, la
actividad desyodativa 5'D total y la actividad 5D-III de los embriones y pollos,
se llevo a cabo siguiendo los procedimientos estandarizados en los laboratorios
del Dr. C. Valverde y el Dr. C. Aramburo,

1. Yodotironinas y actividad desyodativa:
a) Radioinmunoensayo para T3:
Las condiciones para el RIA de T3 fueron: el anticuerpo a una dilucidn
1:10000, antigeno radioactivo 10 pg/100 ul, antigeno “frio” de 15.6 a 500
- pg/100 il para la curva estandar, 50 ul de suero hipotiroideo homélogo o
50 pl de suero problema, ANS en una proporcion de 1 mg/ml de la
solucién de antigeno radioactivo y cbp de Tris-HC1 (Tris 0.05 M, pH 8.6)
para obtener un volumen final de 500 pl. La separacion de las fracciones
unida y libre se llevd a cabo con carbén activado (carbon 0.5%, dextran
0.5%). -
Radioinmunoensayo para T4:
Para el RIA de T4 el anticuerpo se utilizd 1: 2000 antigeno radioactivo 10
pg/ 100 pl, antigeno “frio” de 12.5 a 800 pg/100 1l para la curva estandar,
10 pl de suero hipotiroideo homdélogo o 10 i de suero problema, ANS en
una proporcion 0.5 mg/ml de la solucion de antigeno radioactivo y cbp de
Tris-HCI para obtener un volumen final de 500 pl. La separacion de las

4o D bt S e e L




b)

26

fracciones unida vy libre se llevo a cabo con 25 wl de segundo anticuerpo,
10 pl de suero normal de conejo y 1 ml de PEG al 20% (ver anexo A).

Actividad desyodativa 5'D-1 (Valverde, 1993)

Los tejidos se homogeneizaron en amortiguador (HEPES 10 mM sucrosa
0.32 M, EDTA 1.0 mM, pH 7.0), en una proporcion 1:10 (100 mg de
tejido/1 mi de amortiguador).

Las condiciones del ensayo estandar para el higado fueron las siguientes:

200 fmol de rT3 {11257, 0.5 pM de rT3 fria, 1-7 pg de proteina y 10 mM
DTT. El volumen final fue de 150 ul. Para detener la reaccion se
adicionaron 50 pl de suero bovino 50%, 10 mM PTU, y 350 pl de acido
tricloroacético al 10%. El radioyodo liberado fue medido después del
aislamiento de las hormonas por cromatografia sobre columnas de Dowex
50 W-X2 elwdas con 2 ml de acido acético al 10% (ver anexo C).
Actividad desyodativa SD-III

Los tejidos se homogeneizaron en amortiguador (HEPES 10 mM, sucrosa
0.32 M, EDTA 1.0 mM, pH 7.0), en una proporcion [:10 (100 mg de
tejido/t ml de amortiguador).

Las condiciones del ensayo estandar para el higado y hepatocitos fueron las
siguientes: PTU 1 mM, DTT 100 mM, T3* 200 fmol, fT3 1 uM, T3 0.1
uM, 3 h a 39°C y 0.2 mg de proteina/ml. El volumen final fue de 300 pl.
Para detener la reaccion se adicionaron 200 pl de etanol. La cantidad de
hormona desyodada fue determinada por cromatografia en papel (ver anexo
D).

2. Hormona de crecimiento.

a)

Inmunoensayo enzimatico (ELISA) para ¢GH circulante.

Para el método de ELISA se incluyeron los siguientes pasos: 1) Se
recubrieron los pozos de las microplacas con la solucién de antigeno (6 ng
de ¢GH/100 pl de amortiguador de carbonato, 0.1 M pH 10.3) durante
toda la noche, 2) simultdneamente se incubaron las muestras y las
diluciones para la curva estandar, con el primer anticuerpo, 3) las placas se
lavaron y bloquearon con BSA, 4) se lavaron nuevamente las placas y se
les adiciono la mezcla de muestra (o el estandar) y anticuerpo a los pozos,
5) después de otro lavado se les agregd el segundo anticuerpo unido a
HRP, 6) se volvieron a lavar las placas y se les adiciono el sustrato HRP,
0) la reaccién enzimatica se termina con la adicion de acido sulfiirico 1 mM
v 8) se mide la absorbencia a una A de 490 nm (ver anexo B).
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3. Cultivo primario de hepatocitos de embridn de pollo

. Se removieron los higados de embriones de pollo de 19 dias de incubacion
en una campana de flujo laminar. Se dispersaron con 0.2% de colagenasa y
se sembraron en cajas de 35mm con una densidad de 1 X 105 /em2 en
medio MEM con 10% de suero hipotircideo y penicilina 200 U/ml, en un
ambiente con 95% de aire y 5% de CO2, hasta semiconfluencia.
Posteriormente se agregaron los siguientes tratamientos: 5,10, 50, 100, 500
ng totales de rcGH y 1, 5, 10, 50, 100 ng totales de rcGH 15kDa, durante
24 horas. Al otro dia se lavaron con amortiguador de HEPES, se
recolectaron las células en ese amortiguador y se congelaron a -70°C. Para
la determinacion de la actividad SD-1II se sonicaron y centrifugaron 5
minutos a 10,000 rpm en la microfuga.

WL TP -




28

Disefio experimental

Efecto fisiologico de la GH exdgena sobre la secrecion y metabolismo de las
hormonas tiroideas

Pollos de 1 dia
K
Control Control con SSF Con reGH
sin tratamiento i.v./2 horas 10pg/individuo
\ l 2 hOras
Plasma con EDTA

5

Determinacion de
T4 v T3 plasmaticas

El andlisis estadistico se realizo a través de una prueba de ANOVA de una via.

Efecto de rcGH y rcGH 15kDa sobre la actividad SD-III en cultivo primario de
hepatocitos.

Embriones de poilo de 19 dias

l

Higado

l

l Cultivo primario

l

Tratamiento con rcGH y reGH 15 kDA
durante 24 horas
{dosis 1 ng - 500 ng)

l i

Determinacion de la
actividad 5D-II1I




Participacion de la GH en la respuesta tiroidea, secundaria a, la

termorregulacion en diferentes estadios fistologicos.

Embriones de 20-21 dias

!

Durante 2, 4, 8, 19 y 24 horas

Expuestos a 38°C (incubadora) y 25-28°C (temperatura ambiente)

l

Plasma con EDTA

Muestras de animales en ambas temperaturas cada horario

b) .

l

Determinacién de ¢GH circulante

Pollos de 1-3 dias posteclosion

l

Expuestos a 36-38°C y 26-28°C
Durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, y 48 horas

l

Higado y plasma con EDTA

Muestras de animales en ambas temperaturas cada horario

s

/

!

Determinacion
de T3 y T4 plasmaticas

Determinacion
dela actiyidad
5°D total hepatica

\ ]
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Determinacion
de ¢GH plasmatica
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c) Pollos de 13-15 dias posteclosion

!

Expuestos a 32°C y 15°C
Durante 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas

l

Muestras de animales en ambas temperaturas cada horario

Higado y plasma con EDTA
Determinacion Determinacion Determinacion
de T3 y T4 plasmaticas de la actividad de ¢cGH plasmatica
5°D total hepatica

El analisis estadistico se realizo a través de pruebas de ANOVA de 2 vias y
pruebas de Kruskal Wallis no paramétrica para los resultados que no tuvieron
igualdad de vananzas.
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RESULTADOS
1. Estandarizacion de los métodos analiticos

a) Obtencién de la curva patrén para la determinacién de cGH por
Inmunoensayo enzimiftico.

Se realizaron 2 curvas, una utilizando hormona de crecimiento de origen
recombinante (rcGH) y otra con hormona de crecimiento nativa (ncGH). Al
compararlas se observé que ambas presentan un intervalo de sensibilidad
equivalente, por lo que en lo sucesivo se utiliz6 rcGH para determinar Jos
niveles circulantes de ¢GH en el plasma de pollo. En la figura 1 y cuadro 1 se
muestran los parametros de las curvas patron.

100
v ncGH
#  reGH
o
[13]
@ 504
0 .i T L}
1 10 100 1000

Log [GH] (ngiml)

Figura 1. Se muestran las curvas estandar de los ELISAs para
determinar ¢GH plamatica utilizando ¢GH nativa (l) y cGH
recombinante (*).
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Cuadro 1. Parametros obtenidos de Ia curva patrén

ncGH reGH

e Intervalo 2.5 a 1280 ng/ml cuyo o Intervalo 2.5 a 1280 ng/ml cuyo
intervalo sensible es de 10 a intervalo sensible es de 10 a 320
320 ng/1 ml. ng/ml.

e Sensibilidad 10 ng/ml. » Sensibilidad 10 ng/mi.

s Dosis estandar al 50% de ¢ Dosis estandar al 50% de
inhibicion: 68 ng/mi. inhibicion: 88 ng/ml.

.|® Variacidn intra-ensayo 3.97% e Variacion intra-ensayo 4.44%

(ES = 0.68). (ES =0.12).

e Variacion inter-ensayo 4.12% e Vanacidn inter-ensayo 3.44%
(ES =1.34). (ES = 1.36).

Con el objetivo de estudiar la especificidad del sistema, se evaluo el grado de
desplazamiento obtenido al competir con otras hormonas hipofisianas (GH,
PR1., FSH, TSH, LH) provenientes de otras especies.

Reactividad cruzada: en el siguiente cuadro (2) y en las figuras 2 y 3 se
muestran las hormonas proteinicas utilizadas y el B/Bo al 50% de union:

Cuadro 2. Porcentaje de reactividad cruzada

Hormona Unional Hormona Union al Hormona Union al
50% 50% 50%
bGH 1.68 pPRL 00 gFSH 00
pGH 3.10 oPRL 00 bFSH 00
oGH 15.02 rPRL 0.97 gTSH 0.52
rGH 5.60 ' bLH 1.26
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100+
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Figura 2. Se muestra la reactividad cruzada del anticuerpo policlonal utilizado e el
ELISA para determinar ¢GH plasmatica. En esta grafica se observan las curvas

obtenidas con GH de pollo (c), bovino (b), porcino (p), ovino (o), rata (r), FSH de.

cabra (g) y de bovino (b).
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Figura 3. Se muestra la reactividad cruzada del anticuerpo policlonal utilizado en el
ELISA para determinar ¢GH plasmatica. En esta grafica se observan las curvas
obtenidas con GH de pollo (¢}, PRL de porcino (p), ovino (o), rata (r), TSH de cabra

(g) y LH de bovino (b).

Todos estos datos indican que el ensayo para la determinacion de ¢cGH es muy

especifico.
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b) Obtencion de la curva estandar para la determinacién de T4 por

Radicinmunoensayeo.
En la figura 4 se muestran los parametros obtenidos de Ia curva patron

100~
75
o
[11]
m 504
25+
0 T 1
10 : 100 1000

Log [T4] (pg/ml)

Figura 4. Se¢ muestra Ja curva estandar del RIA para
determinar T4 plasmatica utilizando suero hipotiroideo
homologo

Parametros obtenidos de la curva patrén de T4 de pollo:
s Intervalo 125 a 8000 pg/ml

Sensibilidad 250 pg/ml.

Dosis estandar al 50% de inhibicion: 2950 pg/ml. -
Variacion intra-ensayo 4.72% (ES = 0.80).

Variacion inter-ensayo 5.49% (ES = 3.24).
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¢) Obtencion de la curva estandar para la determinacion de T3 por

Radioinmuno-ensayo.
En la figura 5 se muestran los parametros obtenidos de la curva patrén.

100+

75+

B/Bo

50

254

|
10 100 1000
Log [T3] {(pg/ml})

Figura 5. Se muestra la curva estandar del RIA para determinar
T3 plasmatica utilizando suero hipotiroideo homdlogo

Parametros obtenidos de la curva patrén de T3 de pollo:
Intervalo 156 a 5000 pg/ml.

Sensibilidad 156 pg/ml.

Dosis estandar al 50% de inhibicion: 960 pg/ml.

s Variacion intra-ensayo 4.30% (ES = 0.75):

Variacion inter-ensayo 4.78% (ES = 2.28).
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d) Optimizacién del método para determinar la actividad 5’D hepatica en

-pollos .
Como se muestra en la figura 6, el porcentaje de actividad 5°D total en higado

de pollo, cuantificado in vitro bajo las siguientes condiciones: 200 fmol de 13
marcada, 0.5uM de rT3 y 10mM de DTT, fue proporcional a la concentracion
de proteina utilizada en un intervalo de 0.06 a 0.3 mg/ml.

s embrion 18d

+ pollo 1d

05

% de actividad 5'D totalen
higado de pollo

0 Y )
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

mg proteina/ml

Figura 6. Se muestra el porcentaje de actividad 5°D hepafica total en pollo, contra
mg de proteina /ml utilizado en el ensayo, con las siguientes concentraciones:
0.06, 0.12, 0.15, 0.30, 0.60 y 1.20 mg, siendo lineal en el intervalo ¢.06 a 0.30

mg/ml.

Para el analisis de muestras se decidio utilizar un intervalo de concentracion de
entre 0.15 a 0.2 mg/ml de proteina para poder observar cambios en esta
actividad.
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d) Optimizacién del método para determinar la actividad 5’D hepatica en

.pollos
Como se muestra en la figura 6, el porcentaje de actividad 5°D total en higado

de pollo, cuantificado i vitro bajo las siguientes condiciones: 200 fmol de rT3
marcada, 0.5uM de T3 y 10mM de DTT, fue proporcional a la concentracion
de proteina wtilizada en un intervalo de 0.06 a 0.3 mg/mi.

100

* embrion 18d

s+ polio 1d

% de actividad 5'D totalen
higado de pollo

-
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
mg proteina/mi

Figura 6. Se muestra el porcentaje de actividad 5°D hepética fotal en pollo, contra
mg de proteina /ml utilizado en ¢l ensayo, con las siguientes concentraciones:
0.06, 0.12, 0.15, 0.30, 0.60 y 1.20 mg, siendo lineal en el intervalo ¢.06 a 0.30

mg/ml.

Para el analisis de muestras se decidio utilizar un intervalo de concéntracién de
entre 0.15 a 0.2 mg/m! de proteina para poder observar cambios en esta
actividad.
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2. Efecto fisiolégico de la GH exégena sobre la secrecién y metabolismo de
- 1as hormonas tiroideas

a) Determinacion de las concentraciones periféricas de las hormonas: T3y
T4, en polios tratados con rcGH. '

Polios de 1 dia de edad se trataron con 10pg de r¢GH i.v. por individuo, con

solucion salina fisiolégica (SSF) y animales sin tratamiento. Los pollos fueron

sacrificados a las 2 horas de la administracion de la rcGH y se tomaron

* muestras de plasma, a partir de la cual se cuantificaron los niveles de T3, T4,

De acuerdo con los resultados que se muestran en la siguiente figura (8) en
respuesta a la administracion de rcGH aumentan significativamente (P<0.001)
los niveles de T4. '

7.5'1

o
o
T

N
T

ng de T4/ml de
plasma

0.0- Intacto SSF rcGH

Tratamiento

Figura 8. Se muestran la media + E.E. de los niveles T4 en plasma de pollos de 1
dia de edad, bajo las diferentes condiciones experimentales. El asterisco muestra
una diferencia significativa de P<0.001 con una n=7.
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Los animales intactos se comparan con pollos a los que s¢ les admmistro SSF y
los que fueron tratados con 10ug de rcGH i.v. por wndividuo. Las muestras
fueron tomadas 2 horas después de la administracton. Como se muestra en la
figura 9 en respuesta a la administraciéon de rcGH los niveles de T3 circulante
aumentan significativamente (P<0.001) con respecto a los animales intactos o
tratados con SSF.

4
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c 1 - i

Intacto SSF
Tratamiento

Figura 9. Se muestran la media + E.E. de los niveles T3 en plasma de. pollos de 1
dia de edad, bajo las diferentes condiciones experimentales. Las diferentes letras
muestran una diferencia significativa de P<0.001 con una n=7.
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Los animales intactos se comparan con pollos a los que se les administré SSF y
los que fueron tratados con 10pg de rcGH t.v. por individuo. Las muestras
fueron tomadas 2 horas después de la administracién. Al analizar la realcion
T3/T4 se encontrd un aumento significativo (P<0.001) en la tasa de produccion
de T3 a nivel periférico, como se puede observar en la figura 10.
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Figura 10. Se muestran la media + EE. de la relacion T3/T4 en plasma de pollos
de 1 dia de edad, bajo las diferentes condiciones experimentales. El asterisco
muestra una diferencia significativa de P<0.001 con una n=7.
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3. Participacion de la GH en Ia regulacién de la via de desactivacion
hepaitica de las hormonas tiroideas

a) Determinacién de la actividad SD-II en cultivo primario de hepatocitos
de embrién de pollo tratados con rcGH y rcGH de 15kDa,
Hepatocitos de embrién de polio de 19 dias se cultivaron en medio MEM con
5% de suero hipotiroideo durante 48 horas, posteriormente se trataron con las
. siguientes dosis: reGH 5 (0.68 nM), 10 (1.36 nM), 50 (6.8 nM), 100 (13.6
nM), 500 (68 nM) ng totales y rcGH 15kDa 1 (0.2 nM), 5 (1.0 nM), 10 (2.0
nM}, 50 (10 nM) y 100 (20.0 nM) ng totales. Como se muestra en la siguiente
figura (11) la actividad SD-III se inhibe de forma similar con ambos
tratamientos. La dosis media inhibitoria para Ila rcGH fue de 0.842 nM y para la
forma de 15kDa fue de 0.484 nM.

100 -
—*— 1cGH 22 kDa
c --*-- rcGH 15 kDa
0
Q
]
=
S 50-
8
p
=2 I
0 I , -
0 1 10 100

[nM]

Figura {1. Se muestran el porcentaje de inhibicion de Ia actividad SD-II en
hepatocitos de embrién de pollo de 19 dias en cultivo primario, en respuesta al
tratamiento con distintas dosis (0.2-68 nM) de rcGH y 1¢GH de 15kDa, durante
24 horas. Cada punto representa la media + E.E. de 4 experimentos.
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4. Participacién de la GH en la respuesta tiroidea, secundaria ala
termorregulacién en diferentes estadios fisielogicos

a) Andlisis de los niveles de ¢GH en embriones de pollo de 20-21 dias
sometidos a cambios de temperatura

Los embriones se dejaron a temperatura ambiente (25-28°C) durante 2, 4, 8, 19
y 24 horas y se determinaron los niveles de cGH plasmatica. Aunque hubo una.
gran variacion entre animales fue muy grande se puede observar que a partir de
las 19 horas de exposicion, tiende a haber una disminucién en los niveles de
cGH (ver figura 12), esto concuerda con el retraso en el crecimiento que sucede
a consecuencia de la disminucién de la temperatura durante esta etapa del
desarrollo. Los controles en este experimento fueron embriones mantenidos
dentro de la incubadora con una temperatura aproximada de 38°C. El analisis
estadistico se realizé con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y no se
enconird diferencia significativa por efecto del tiempo y temperatura.

——38°C
400 ~ar 26-28°C
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Figura 12. Se muestran los niveles de ¢GH plasmatica en embriones de pollo de
20-21 dias sometidos a diferentes temperaturas durante 2, 4, 8, 19 y 24 horas.
Considerando 38°C como la temperatura control y 25-28°C como la temperatura
experimental. Cada punto representa la media + E.E. de 10 animales.
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b)Analisis de los niveles de ¢GIl en pollos de 1-3 dias posteclosion
.sometidos a cambios de temperatura

Se llevaron a cabo 2 experimentos equivalentes en los que los animales se
mantuvieron con temperatura controlada desde la eclosion hasta el final de cada
experimento, a las 20 horas de la eclosion aproximadamente se les di6 agua y
alimento ad libitum y ‘el experimento se inicio a las 36 horas de edad
aproximadamente. Durante el experimento los pollos se mantuvieron en cajas
con separaciones individuales pero con contacto visual entre ellos. Las
muestras se tomaron simultincamente en ambos grupos experimentales desde
las 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 hasta las 48 horas de exposicién. Se determinaron
los niveles plasmaticos de T3, T4, ¢cGH y la actividad 5°D hepatica total.En la
siguiente figura (13) se muestran los niveles de T3 obtenidos durante el los
experimentos. El andlisis estadistico se realizo con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y no se encontraron diferencias significativas por efecto del
tiempo y la temperatura.
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Figura 13. Se muestran los niveles de T3 plasmatica en pollos de I-3 dias
mantenidos a 36-38°C y 26-28°C durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas. Cada
punto representa la media + E.E. de 20 animales.
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En los niveles de T4 plasmaticos no se encontraron cambios significativos por
efecto de la temperatura, sin embargo, si se pueden observar con respecto al
tiempo. En general se ve una tendencia a la disminucién de los niveles de T4
durante el segundo dia del experimento, en ambos grupos experimentales. En la
figura 14 se indican con letras mayusculas los cambios encontrados en el grupo

control (36-38°C) y con minisculas el grupo experimental (26-28°C). El
" analisis estadistico se realizé con las pruebas no paramétricas de Kruskal-
Wallis y Dunn.
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Figura 14. Se muestran los niveles de T4 plasméatica en pollos de 1-3 dias )

mantenidos a 36-38°C y 26-28°C durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas.
Los cambios significativos (P<0.05) se indican con las letras- A y B mayusculas
para el grupo de 36-38°C y con minusculas para el grupo de 26-28°C. Cada punto
representa la media + E.E. de 20 animales. ‘
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Al analizar la relacion T3/T4 econtramos que la tasa de produccion de T3 tiene
un ligera tendencia a aumentar en el segundo dia de experimento en ambos
grupos experimentales, sin embargo no se observaron cambios por efecto de la
temperatura. En la figura 15 se muestra esta relacidn y los cambios
significativos (P<0.05) se indican con mayusculas para el grupo de 36-38°C y
con minusculas para el grupo de 26-28°C. El analisis estadistico se realiz6 con
las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Dunn.
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Figura 15. Se muestra la relacion T3/T4 en pollos de 1-3 dias mantenidos a 36-
38°C y 26-28°C durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas. Los cambios
significativos se indican con las letras A y B mayusculas para el grupo de 36-
38°C y con mindsculas para ¢l grupo de 26-28°C (P<0.05). Cada punto
representa la media + E.E. de 20 amimales. -
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Asimismo, en el caso de la actividad de la desyodasa 5°D no se encontraron
cambios por efecto de la temperatura, sin embargo, con respecto al tiempo, en
el grupo de 36-38°C se observa una disminucién de la actividad a las 8 horas
de exposicion con respecto al grupo de 2 horas de exposicién. En el grupo de
26-28°C no se aprecian cambios significativos con respecto al tiempo. El

analisis estadistico se realizd con las pruebas de ANOVA de 2 vias y de

Bonferroni (figura 16).
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Figura 16. Se muestra la actividad 5D hepatica total en pollos de 1-3 dias
mantenidos a 36-38°C y 26-28°C durante 0, 2, 4,8, 16, 24,32, 40y 48 horas. Los
cambios significativos en el grupo de 36-38°C se indican con las letras A y B
{(P<0.05). Cada punto representa la media + E.E. de 10 antmales.
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Los niveles de ¢cGH encontrados en el experimento no muestran cambios
significativos por efecto de la temperatura, sin embargo, se observa la
tendencia a un aumento durante el seguado dia del experimento. En la figura 17
se indican los cambios significativos con las letras A y B mayusculas para el
grupo de 36-38°C y con mintsculas para el grupo de 26-28°C. El andlisis
estadistico se realizé con las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y
Dunn. ‘
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Figura 17. Se muestran 1os niveles de ¢GH plasmatica en pollos de 1-3 dias
mantenidos a 36-38°C y 26-28°C durante 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas Los
cambios significativos se indican con las letras A y B maydasculas para el grupo de
36-38°C v mindsculas para el grupo de 26-28°C (p<0.05). Cada punto representa la
media + E.E. de 20 ammales. '
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¢) Anilisis de los niveles de T3, T4, actividad 5’D hepatica y ¢GH en pollos
de 13-15 dias posteclosion sometidos a cambios en la temperatura
ambiental '
Los animales se mantuvieron con temperatura controlada desde la eclosion
hasta -l final de cada experimento, a las 20 horas de la eclosion
aproximadamente se les dio agua y alimento ad libitum 'y el experimento se
inicié a los 13 dias de edad aproximadamente. Durante el experimentc los
_pollos se mantuvieron en cajas con separaciones individuales pero con contacto
visual entre elfos. Las muesiras se.tomaron simultineamente €n ambos grupos
experimentales a fas 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas de exposicion. Se
determinaron los niveles plasmaticos de T3, T4 ¢GH y la actividad 5'D
hepatica total. En la figura 18 se muestran los niveles de T3 obtenidos durante
¢l experimento. No se observaron cambios por efecto de la temperatura, sin
embargo, en el grupo de 15°C se encontraron cambios (P<0.05) con respecto al
tiempo entre las 12 y las 36 horas indicados con las letras a'y b en la figura 18.
El analisis estadistico se realizé con las pruebas no paramétricas de Kruskal-
Wallis y Dunn.
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Figura 18. Se muestran los niveles de T3 plasmatica en pollos de 13-15 dias
sometidos a diferentes temperaturas durante 0, 0.5, 12, 24, 37. 48 y 63 horas.
Considerando 32°C como la temperatura control y 15°C como la temperatura
experimental. Los cambios en el grupo de 15°C se indican con las letras a y b
(P<0.05). Cada punto representa la media + E.E. de 10 ammales.
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Los niveles de T4 no muestran cambios significativos por efecto de la .i
temperatura o el tiempo (figura 19). El analisis estadistico se realizé con la 1
prueba de ANOVA de 2 vias.
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Figura 19. Se muestran los niveles de T4 plasmatica en pollos de 13-15 dias
sometidos a diferentes temperaturas durante 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas.
Considerando 32°C como la temperatura control y 15°C como la temperatura
experimental, Cada punto representa la media + E.E. de 10 animales.
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Al analizar la relacion T3/T4 no se observan cambios significativos por efecto
de la temperatura o con respecto al tiempo (figura 20). El analisis estadistico se
realizd con la prueba no paramétrica de Kruskal-Walhs.
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Figura 20. Se muestran la relacion T3/T4 en pollos de 13-15 dias sometidos a
diferentes temperaturas durante 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas. Considerando

32°C como la temperatura control y 15°C como la temperatura expenmental Cada
punto representa la media + E.E. de 10 ammales.
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En la figura 21 se muestran la actividad de la desyodasa 5°D durante el
experimento. No se observaron cambios por efecto de la temperatura o el
tiempo. El andlisis estadistico se realizo con la prueba de ANOVA de 2 vias.
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Figura 21. Se muestran la actividad 5'D hepatica total en pollos de 13-15 dias

sometidos a diferentes temperaturas durante 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas. -

Considerando 32°C como la temperatura control y 15°C como la temperatura
experimental. Cada punto representa la media + E.E. de 10 animales.
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En la siguiente figura (22) se observa que no se encontraron cambios
significativos por efecto de la temperatura o el tiempo en los niveles de ¢GH
durante el experimento. El analisis estadistico se realizd con la prueba de
ANOVA de 2 vias.
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Figura 22. Se muestran los niveles de ¢GH plasmatica en pollos de 13-15 dias
sometidos a diferentes temperaturas durante 0, 0.5, 12, 24, 37, 48 y 63 horas.
Considerando 32°C como la temperatura control y 15°C como la temperatura
experimental. Cada punto representa la media + E.E. de 10 animales. .
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DISCUSION

La relacion de las hormonas tiroideas y la GH se lleva a cabo en dos sentidos,
por un lado las primeras estan regulando la sintesis y secrecion de la GH (50) y
esta ultima regula la produccion periférica de T3 (17, 18, 19 y 20). En periodos
criticos del desarrollo se ha visto que ambas hormonas participan activamente
en los procesos metabolicos. En los pollos durante los ultimos dias de la
embriogénesis los niveles de GH y hormonas tiroideas aumentan de manera
similar (18) y es posible que este mfluenciado por la interaccion entre estas
hormonas. Ambas participan en el catabolismo proteinico y en el
mantenimiento de la elevada demanda energética que se requiere para el
proceso de eclosion, el periodo de crecimiento rapido posteclosion y el control
de su temperatura corporal. Ademas, existen algunas evidencias de que las
distintas variantes moleculares de la GH se encuentran reguladas durante el
desarrolio (Aramburo, datos no publicados) y que en algunos casos presentan
especificidad de funcién (1, 3 y 60), por lo que se puede pensar que en la
relacion con el metabolismo periférico de las hormonas tirordeas participen solo
algunas de estas formas moleculares.

En este trabajo se estudid la participacion de la GH y una de las variantes en el
metabolismo tiroideo en tres condiciones experimentales que permitieron
evaluar esta relacion desde distintos puntos de vista.

Inicialmente se obtuvieron las condiciones estandar en los distintos métodos
analiticos. Para evaluar la respuesta en los diferentes modelos se determinaron
cambios en las concentraciones de ¢cGH, T3 y T4 plasmaticos y en la actmdad
5°D y 5D hepaticas. :

Se utilizo el método del ELISA p'n'a determinar los niveles mrculantes de ¢cGH
en pollo, usando hormona de pollo recombinante y nativa purificada en el
laboratorio. Con ambas hormonas se obtuvieron curvas paralelas con intervalos
de sensibilidad de 10 a 320 ng/ml. Este intervalo permite medir las
concentraciones circulantes de ¢GH en pollos de cualquier edad.  Las curvas
patron para el analisis de ¢GH fueron reproducibles: se obtuvieron variaciones
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intra e interensayo menores al 5%. El anticuerpo policlonal producido en el
laboratorio utilizado en las determinaciones fue probado contra otras hormonas
proteinicas como GH bovina, porcina, ovina y de rata; PRL porcina, ovina y de
rata; FSH caprina y bovina; TSH caprina y LH bovina. En la distintas GHs
utihizadas se obtuvo una reactividad cruzada menor al 15% y en las otras
hormonas menor al 1.3%. Lo anterior nos indica que el método de ELISA
~empleado es altamente especifico y reproducible. A pesar de que las
concentraciones plasmaticas de GH encontradas resultaron elevadas hasta un
orden de magnitud con respecto a las reportadas por otros autores, que
determinaron los miveles circulantes a través de RIAs homologos (46, 31 y 18)
y al comparar los resultados determinados por ELISA y anticuerpo monoclonal
(40), 1a metodologia utilizada en este trabajo permite observar cambios en la
concentracion de ¢GH en el plasma de pollos de 1 dia a los que se les
administré6 10 pg de rcGH (estos datos no se muestran en la tesis) al
comparalos con sus controles respectivos.

Al emplear el RIA homblogo para determinar los niveles plasmaticos de T4 y
T3, se obtuvieron curvas patrén con rangos de sensibilidad de 125 a 8000
pg/ml v 156 a 5000 pg/ml con una variacidn intra e interensayo cercano al 5%,
lo que permite decir que es un sistema reproducible. Los niveles circulantes de
T4 y T3 obtenidos en los distintos experimentos se encuentran dentro del

intervalo reportado por otros autores (18) que utilizaron también RIAs
homologos v anticuerpos monoclonales. En los RIAs se usaron anticuerpos

comerciales especificos para T3 y T4 (Sigma), mientras el resto de las
condiciones fueron comparables con las reportadas.

El porcentaje de actividad 5'D total hepatica en pollo aumenta con respecto a la

-cantidad de proteina utilizada en la técnica de radio yodo libre, hasta llegar a
concentraciones de saturacion. Las concentraciones de proteina utilizadas para
determinar esta actividad variaron en un intervalo entre 0.06 a 0.3 mg/ml, que
cotresponde a la parte lineal de la curva y donde se considera que se pueden
observar cambios en la actividad S'D hepética. Las condiciones optimas para el
ensayo fueron determinadas previamente en el laboratorio del Dr. Carlos
Valverde, y son las siguientes: 200 fmol de rT3 marcada; 0.5 uM de rT3 y
10mM de DTT. Comparando las concentraciones de proteina , se utilizaron 20

- veces mas que otros autores, esta diferencia se debe a que se usaron

homogeneizados totales y Darras y col. (18) trabajaron con fracciones

microsomales. En cuanto al sustrato y cofactor se utilizaron 2 veces menos que
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estos mismos autores. Sin embargo, con respecto a la actividad especifica se
observo que a pesar de que utilizaron una fraccion enrriquecida y un exceso de
sustrato esta solo fue 6 veces mayor a la determinada en las condiciones de este
trabajo. ‘

En la determinacién de la actividad SD-III hepatica se utilizaron las
condiciones previamente establecidas para esta enzima en otras especies
animales en el laboratorio del Dr. Valverde, y fueron las siguientes: PTU 1mM,
DTT 100mM, T3* 200 fmol, rT3 1 uM, T3 0.1 uM y 3 horas a 39°C. Se
determind la cantidad de proteina optima para la cuantificacion de ta actividad
5D-II hepatica de pollo y se observo que el porcentaje de actividad aumenta
con respecto a la cantidad de proteina en el intervalo utihizado. Las
concentraciones de los subsecuentes experimento en higado de embrion de
pollo variaron entre 0.20 a 0.26 mg/ml, que se la parte donde inicia la
saturacion de la curva de proteinas, con el objeto de poder observar el efecto
de inhibicién de 1a actividad de la GH Estos valores fueron también utilizados
para determinar la actividad en los hepatocitos de embrion de pollo de 19 dias
en cultivo primario. En comparacion con otros autores (18), se obtuvo una
actividad especifica 4.16 veces mayor en los homogeneizados de higado a
diferencia de lo reportado con fracciones microsomales, esto se explica en
parte porque se utilizo el doble de la concentracion de proteinas, una cantidad
10 veces mayor de sustrato “frio” (T3) y de cofactor (DTT).

En el primer experimento se¢ anahizé el efecto fisiologico de la GH exdgena
sobre ¢l metabolismo de las hormonas tiroideas. Se administraron 10 pg/
individuo de rcGH a pollos de 1 dia de edad y se nudieron los niveles de T4 y
T3 circulantes. Como se muestra en los resultados, los niveles de T4
disminuyen en un 45% y los de T3 aumentan 43% con respecto a los controles,
por lo tanto se puede observar que la tasa de produccion de T3 aumenta en
respuesta al tratamiento. Estos resultados confirman el efecto de 1a GH sobre el
metabolismo tiroideo (17). Sin embargo, otros autores (19) no -encontraron
modificaciones en pollos de 1 dia por efecto de la admimstracion de GH y
probablemente la diferencia se deba a las lineas de pollos utilizadas o al
numero de horas transcurridas desde la eclosion., porque esta respuesta esta
respuesta parece estar relacionada con el desarrollo y la maduracion de los
sistemas neuroendocrinos. Otros experimentos en los que administraron
anticuerpos contra ¢cGH (anti-cGH) producen el efecto contrario en los niveles
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de T3 y T4, por lo que la falta de respuesta a GH exogena se atribuye a.los
altos niveles de GH endégena y por lo tanto a la disminucion de receptores
disponibles para esta hormona (20). Los resultados obtenidos en este trabajo
sobre la administracion de ¢GH en pollos de 1 dia representan un buen modelo
in vivo para estudiar la relacion entre el metabolismo periférico de las
hormonas tiroideas y las distintas variantes moleculares de la GH.

“En el segundo experimento se estudio la participacion de la GH en la
regulacién de la via de desactivacion hepatica de las hormonas tiroideas en un
sistema in vitro, utilizando cultivos primarios de hepatocitos de embrion de
pollo de 19 dias. La edad de los embriones fue escogida en funciéon de los
reportes previos en los que se observo un efecto inhibitorio de la GH sobre la
actividad SD-II1 hepética en embriones de pollo (19) en sistemas in vivo. Este
efecto se corrobor6 en los resultados obtenidos con células tratadas con reGH.
Los hepatocitos también fueron tratados con una variante molecular de 1a GH
de 15kDa producida en el laboratorio a partir de rcGH por digestion enzimatica
y purificada por electroelucién. El efecto observado con distintas dosis de
1cGH y la forma de 15kDa fueron similares. Estos resultados apoyan la
hipotesis de que este fragmento es activo in vivo, y puede jugar un papel
importante durante el desarrollo. Resultados previos (Aramburo, et.al., datos no
publicados) sugieren que la sintesis o secrecion de esta variante molecular de

15kDa se encuentra regulada diferencialmente durante la ontogenia y es la -
primera vez que se observa que es biologicamente activa. Este modelo in vitro

representa un enfoque adicional para estudiar la actividad biologica de las
distintas formas moleculares de la GH y su relacion con las hormonas tiroideas,

ademas de abrir un campo de estudio sobre el mecanismo de accion de esta

forma molecular, porque a diferencia de la forma monomérica al fragmento le
faltan 57 aminoacidos en el extremo carboxilo terminal que forma la helice 4 de
la molécula que es parte del sitio 2 de unién al receptor. Por lo que resulta
interesante estudiar si utiliza un receptor especifico o lo activa a través de otro
mecanismo que no se conoce: '

En el Gltimo experimento -se analizé la participacion de la GH en la respuesta
tiroidea, secundaria a la termorregulacion en diferentes estadios fistologicos.

La primera condicion utilizada fueron embriones de pollo de 20-21 dias
expuestos a 25-28°C contra la temperatura de incubacion (38°C) como control.
Aunque, no se observaron cambios significativos por efecto de la temperatura o
el tiempo, se aprecia una tendencia a la disminucion en los niveles de ¢GH
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plasmatica, lo que es consistente con el retraso en la velocidad de crecimiento
previamente reportado (9). Los amimales controles continuaron con un
crecimiento normal y eclosionaron en las fechas esperadas, mientras que los
embriones mantenidos a bajas temperaturas no eclosionaron, hasta 5 dias
después. Algunos autores mencionan que aunque los embriones a partir de los
18 dias de edad tienen la capacidad de responder a cambios en la temperatura
~ como lo haria un homeotermo endotérmico, estos no responden adecuadamente
porque las caracteristicas fisicas del cascaron que no permiten el flujo de
grandes cantidades de oxigeno. En este mismo estudio, se observo que en
embriones de 18 a 21 dias sometidos a una disminucidon paulatina de la
temperatura hasta 3 grados, responden con un ligero aumento en el consumo de
oxigeno, que puede ser bloqueado con tiourea (inhibidor de la organificacion de
yodo). Estos resultados sefialan que es posible que este cambio este regulado
por las hormonas tiroideas (75). A diferencia de este trabajo, en esta tesis el .
cambio de la temperatura fue abrupto y de 10°C aproximadamente, por lo que
de acuerdo con Tazawa, H y col. (75) el embridn es incapaz de mantener la
temperatura corporal estable. Por otro lado, la aparente disminucion en los
niveles de GH podria ser correlacionada con un posible aumento en la actividad
de la desyodasa Tipo III, sin embargo, las vanaciones entre individuos
encontradas en los embriones de 20 a 21 dias es muy alta y no permiten
comparar los resultados entre los grupos experimental y control. Para poder
estudiar esta relacion en estas condiciones es necesario utilizar parametros de-
desarrollo que permitan seleccionar grupos mas homogéneos. A pesar de esto,
los embriones de pollo representan un buen modelo experimental porque son
relativamente faciles de mantener en el laboratorio y manipularlos. Ademas, en
esta etapa del desarrollo suceden cambios importantes en el organismo que
involucran a todos los sistemas, lo cual permite estudiar algunas relaciones
entre mensajeros quimicos in vivo, como es el caso de los estudios
relacionados con la interaccion de la ¢GH y el metabolismo de las hormonas
tiroideas en términos ontogenéticos y farmacologicos. _

En la segunda condicion -experimental se trabajo con pollos de 1-3 dias de
edad. Se probaron diferentes tiempos de exposicion a dos temperaturas 36-
38°C vs 26-28°C. En estos animales no se observaron cambios en las hormonas
tiroideas, actividad 5'D y ¢GH por efecto de las temperaturas a las que fueron
sometidos. Es posible que el tiempo y las temperaturas ensayadas no produzcan
una respuesta termorregulatoria, porque la termoneutralidad para estos



56

Bibliografia

- Aramburo C., Carranza M., Sanchez R. and Perera G. (1989a). Partial

biochemical and biological charactenzation of purified chicken growth
hormone (¢GH). Isolation of ¢cGH charge variants and evidence that ¢cGH is
phosphorylated. Gen. Comp. Endocrinol. 76:330-339.

. Aramburo C., Cambell R. C. and Scanes C. G. (1989b). Heterogeneity of
- chicken growth hormone (¢GH). Identification of lipolytic and non-lipolytic

vanants. Life. Sci. 45:2201-2207.

. Aramburo C., Montiel J. L., Perera G., Navamrete S. and Sanchez R.

(19902). Molecular isoforms of chiken growth hormone (cGH): Different
bioactivities of cGH charge variants. Gen Comp. Endocrinol. 80:59-67.

. Aramburo C., Donoghue D. Montiel J. L.., Berghman L. R. and Scanes C. G.

(1990b) Phosphorylation of growth hormone. Life Sci. 47:945-952.

. Aramburo C., Navarrete S., Montiel J. L., Sanchez R. and Berghman L. R.

(1991a). Purification and electrophoretic analysis of glycosylated chicken-
growth hormone (G-¢GH): Ewvidence of G-cGH isoforms. Gen. Comp.
Endocrinol. 84:135-146.

. Aramburo C., Scanes CG. (1991b). Endogenous cleavage 6f chicken growth.

hormone. 73rd. Annual meeting of the endocrine society, (abst.232) June 19-
22, Washigton, D.C., USA.

. Aramburo C., Montiel J.L:, Sanchez R., Pereira G., Navarrete S., Carranza

M., Garcia-Moreno J. y Featon B. (1993). La hormona del Crecimiento de
pollo: Una familia de proteinas con diversidad molecular y funcional.
Memorias del Congreso conmemorativo de Jubileo del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM, Tomo I . ed. UNAM, México.

. Argente, J. and Chowen, J. A.(1994), Neuroendocrinology of growth

hormone secretion, Growth. Genetics and hormones, Jun;10, 2:1-5.

T T




59

animales es de alrededor de 34°C. Aunque se utilizaron temperaturas con 10°C
dé diferencia ambas temperaturas pueden ser cercanas a la termoneutralidad.
Como ya se menciono anteriormente, las aves son muy tolerantes a las bajas
temperaturas. Ademas, hay que considerar que los animales se encontraban en
condiciones ambientales en las que las corrientes de aire eran nulas y el sistema
de aislamiento (plumas, piel, etc.) en estas aves pudo haber sido
suficientemente efectivo. Con respecto al tiempo se observaron cambios en el
caso de los niveles de T4 los que muestran una tendencia a dismunuir las
concentraciones durante el segundo dia experimental. Esto concuerda con los
cambios ontogenicos de la T4 previamente reportados (17). Similarmente los
niveles de ¢cGH aumentan en el segundo dia de experimento, sin llegar a ser
significativamente diferentes (dia 1 vs 2).

Como los muestreos fueron continuos durante dos dias se puede sugerir el
analisis de un posible ritmo circadico, sin embargo, por tratarse de animales en
el periodo de crecimiento rapido, para este tipo de analisis se requiere de mayor
numero de animales, mayor frecuencia de muestreo y periodos de estudio mas
largos (1 semana aproximadamente). Ademas se deben controlar factores como
las horas de luz-obscuridad y en este experimento se utilizo luz continua.
Posteriormente se repitio el experimento con pollos mas grandes, de 13-15 dias
de edad, para disminwr la variabilidad entre individuos y utilizando una
diferencia de temperatura de 17°C (32°C vs 15°C). A pesar de esta A de
temperatura, los resultados no muestran cambios. En estas condiciones los
animales también se encontraban sin flujo de aire, por lo que hay que
considerar la posibilidad de que su sistema de aislamiento haya sido muy
eficiente o bien porque en esta edad los pollos no son capaces de responder a
cambios abruptos (mayores de 17°C) de temperatura. En este caso, se requieren
de otros parametros que no fueron medidos, como la disminuciéon en la
temperatura corporal, la tasa metabolica y la ganancia de peso. Finalmente es
necesario mencionar que para el estudio de termorregulacion en pollos se
requiere de una gran infraestructura en el laboratorio para mantener-a los pollos
en condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad relativa, flujo
de aire, etc) sin provocar estrés por manipulacion de los amimales.
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Anexo A
Radioinmuneensayo de T3 y T4 plasmiticas

Preparacion de soluciones

Suere hipetiroideo
Preparacidn del carbon

e cualquier cantidad de carbon se deja remojando en H,O destilada y desionizada (DD)

» semezcla y se decanta hasta que ya no floten finos de carbon

se puede centrifugar a 5000 rpm 15 mins. y se tira el sobrenadante

e se seca en el horno y se guarda tratandolo delicadamente para evitar que se formen finos.

Preparacion del suero

¢ al suero normal de pollo se agrega carbon al 5%

s se deja agitando 24 horas con agitador magnético a 4°C
= se centrifuga 15 min a 5000 rpm y se decanta

¢ se centrifuga a 12000 rpm y se decanta

o se centrifuga a 12000 rpm y se decanta

- se alicuota y se congela a -20°C o -80°C

e si el carbon tiene finos se debe centrifugar a 20000 rpm para quitarlos

Amortiguador TRIS-HCI pH 8.6 0.05M
121.14g TRIS - 1L - IM

6.057¢ TRIS - IL - 0.05M

e se diluye en 600ml
¢ se ajusta el pH con HCI
e seaforaa L.

Estindares T4
Solucidn stock: 1ug de hormona /pl de NaOH ai 0.01%

Solucion B:  5ul de la sol. stock - 5ug - 10000p] TRIS
0.0005ug -~ 1ul
: 0.5 ng- Ink
Solucion C: 300ul de la sol. B~ 150ng - 6000ul
0.025ng - Ful
25pg - Tl
Curva 12.5 25 50 100 . 200 400 600 800
(/1000 | |
Sol C{ul) 21 42 84 168 336 672 1008 1344
Amot 4179 4158 4116 4032 3864 3528 3192 2856
V.F. 4200 4200 4200 4200 4200 4200 4200 4200
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Estandares T3
Solucion stock: 1pg de hormona /pl de NaOH al 0.01%
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Anticuerpo
Stock 1:10
1:1000:
1:3000:

Stock 1:100
1:1000:
1:3000:
1:5000

104! sol 1:10 - 990nl TRIS
10ud sol 1:10 - 2990u1 TRIS

100pt sol 1:100 - 900ul TRIS
100 sol 1:100 - 2900ul TRIS
100p sol 1:100 - 4900ul TRIS

Solucion B:  5ul de la sol. stock - 5pg - 10000u] TRIS

0.0005ug - 1yl

0.5 ng- Tpl
Solucion C:  300p! delasol. B-  150ng - 10000pi

0.015ng - Tl

15pg - ~lpl
Curvalpg) 6.25 12.5 25 50 100 200 500
SalCGl) 20 40 80 160 320 640 1600
Amort. 4780 4760 4720 4640 4480 4160 3200
VE 4800 4800 4800 4800 4800 4800 4800
Hormona marcada
T4:
Act. especifica 1250pCi - ipg
Act total 796uCi - 0.636ug
Vol. sol. comercial  2500ul - 636800pg
Vol. sol. comercial  10ul - 2547 2pg

* Se necesitan 10pg - 100t
2547.2pg-  25462ul TRIS + 10ul T4*
T3:
Act. especifica 1200nCi - lpg
Act total 781uCi - 0.650ug
Vol. sol. comercial  2500u - 650833pg
Vol sol. comercial 10l - 2603.33pg
Se necesitan 10pg - 100ul
2603.33pg - 26023 3241 TRIS + 10ul T4*
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Coctel. . - 6ml de la solucién de hormona marcada -
- 3mg de ANS
Anticuerpo:  1:1000
Tubos Coctel ler. Ac. SHT Estandares Amort. SP

Daiio 100 - 10 - 390 -
Cero 100 100 10 - 290 -
Curva 100 100 10 100 190 -
Problema 100 100 - - 290 10
Incubacion: 24 hrs a 4°C
Método de separacion: 10nl de suero normal de conejo

25ul de 2° anticuerpo (1:25) comercial

durante Zhrs.

Iml de PEG al 20 % (10g/50ml)

centrifugar 30 mins. a 3000rpm y 4°C

decantar y leer 1min (unido y libre)

Radiocinmunoensayo de T3 plasmitica
Coctel: - Smi de la solucion de hormona marcada

- 5Smg de ANS
Anticuerpo:  1:10000
Tubos Coctel ler. Ac. SHT Estandares Amort. SP

Dano 100 - 50 - 350 -
Cero 100 100 50 - 250 -
Curva 100 100 50 100 150 -
Problema 100 100 - - 250 50
Incubacion; 24 hrs a 4°C
Método de separacion: Iml de carboén activado al 0.5% con dextran at 0.5%

durante 15 mins.

centrifugar 30 mins. 2 3000 rpm y 4°C
decantar y leer 1 min (unido y libre).
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Anexo B
Determinacion Inmuno enzimatica de cGH plasmatica

Preparacion de soluciones

Amortiguador de fosfato de sodio. (PBS 0,01 M, NaCl 0.15M, pH 7.8).

» Solucion A. PBS 0.5 M pH 7.8.

Fosfato de sodio monobasico (PM 138) 0.5 M-50 ml = 3.45 g en 50 ml

Fosfato de sodio dibasico (PM 142) 0.5 M-200 ml = 14.2 g en 200 ml

Se disuelve el fosfato dibasico en aprox. 100 mi con DDH20 vy se ajusta a pH 7.8 con la
solucidn de fosfato monobasico. Al final se afora a 200 ml.

» Solucion PBS 0.01 M, NaCl1 0.15 M, pH 7.8.

Se toman 20 ml de la solucion "A", se agregan 8.76 g de NaCl y se afora a 1000 ml con
DDH20. '

» Solucién TPBS 0.01 M, NaCl 0.15 M, Tween 20, 0.05 %, pH 7.8.

A 1000 ml de PBS se afiaden 500 ml de Tween-20 y se agita.

o ‘Solucién para bloquear y de incubacion con anticuerpo TPBS +BSA 1 %.

Se solubiliza 1 g de BSA en 100 mi de TPBS.

Amortiguador de carbonatos 0.1 M, pH 10.3.
Carbonato de sodio (PM 105.99) 0.1 M-100 ml = 1.06 g en 100 ml

‘Bicarbonato de sodio (PM 64.01) 0.035 M-100 ml = 0.224 g en 100 mt.

El pH resulta cercano a 10.3.

Amortiguador de citratos 0.1 M, pH 5.0,

Solucidn "SX" de citratos (0.5 M, pH 5.0):

Citrato de sodio (PM 294.1) 0.493 M =14.5 g en 100 ml

Acido citrico monohidratado (PM 192) 0.007 M = 1.35 g en 100 ml

Se solubiliza en 80 mi con DDH2O, se ajusta a pH 5-5.2 con HCl y se afora a 100 ml con

agua. Para preparar el amortiguador de cada ensayo, la solucion "5X" se diluye 5 veces con
DDH20.

Solucion de acido sulfarico 4 N.
Acido sulfirico (PM 98; d= 1.85 g/mi, 96.5 % de pureza). Para 100 ml de solucion se
agregan 10.97 ml de acido, con cuidado, a 60-70 mi de DDH20, a continuacion se afora a

100 mi

Solucién de peréxido de urea [0.2 mg/mi].
20 mg del polvo se disuelven en 1 mi de DDH20. Se conserva a 4°C en la oscuridad.

Selucién de orto-fenilendiamina. [0.4 mg/mi].
6 mg del polvo para 15 ml de solucion reveladora final.

Solucion A. ¢GH [2 mg/ml].
6.25 mi sol. ¢cGH [0.6 mg/mli] se afiaden a 2.493 ml de la solucién de carbonatos.
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Solucion B. ¢GH [6 ng/100 ml] (Para forrado de la placa). 300 ul de la sol. A + 9.7 ml de
la sol. de carbonatos = 10 ml (para 1 placa de 96 pozos). '

Solucion C. ¢GH [64 ng/100 ml] (1° dilucion).Para preparar una curva patron por
duplicado, se prepara 1 ml de volimen inicial en la primera dilucion, es decir, 640 pl de la
sol. A y 360 ul de PBS.

Primer anticuerpo [1:100,000). Antisuero policlonal, generado en conejo, contra la cGH.
~ Se encuentra diluido 1:10 en PBS a -70°C. Para cada ensayo se descongela una alicuota
nueva. Sol. I: 5 pl de antisuero se diluyen en 10 ml de la solucion de TPBS+1 % BSA. Sol.
Il: 4 ml de la sol. I se diluyen 20 ml de la solucién de TPBS+1 % de BSA.

Segundo anticuerpo. Anticuerpo anti-IgG de conejo, generado en cabra, y acoplado con
peroxidasa de rabano (GAR-HRP, Bio Rad). Se emplea a una concentracion de 1:3000 en
TPBS 0.01 M+ 1% de BSA.

Procedimiento
1. Se preparan las soluciones amortiguadoras y de la hormona (B y C), éstas ultimas se
mantienen en hielo (4°C) todo el tiempo.

2. Se coloca una placa nueva de inmunoanalisis (DYNATECH-IMMUNLON de 96 pozos),
una gradilla con tubos ependorff (1.5 ml) nuevos y marcados,: se almacena 1 litro de
amortiguador TPBS 0.01 M, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.8 en un recipiente
hmpio (a esta solucién se agrega thimerosal [aprox. 0.001 %] (para evitar el crecimiento
bacteriano), este se conecta con el sistema para lavar las placas (Bio-Rad).

3. Se agregan 100 ml de la solucion B de ¢GH a cada pozo, para esto se emplea Octapette
8-channel pipetter de 100 ml (Costar). Se tapa la placa con cinta adhesiva y se permite el
pegado de la hormona a las paredes del pozo durante 16 h a 4°C.

4. Se preparan la curva patrdn (sol. C) y las muestras problema:

Curva patron: para un analisis por duplicado, se preparan | ml de la primera dilucion [64
ng/100 ml]: 360 ml de PBS + 640 ml de la sol. A (¢GH [2 mg/ml]. Para preparar la siguiente
concentracion de proteina se toman 500 ! de la solucion C (la mitad de su volumen total) y
se mezclan con 500 pl de PBS y asi sucesivamente hasta llegar a 0.125 ng/100 ul (ver
suiguiente cuadro). )

Curva estandar y mezcla de soluciones (jul)

ng/pozol A | 64 | 32 | 16 8 4 2 1 0.5 {0.25(0.125| B

PBS 180 | 360 { 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | O

Sol anterior | 320 | 640 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 560 | 500 | 500 | 500 0
ler Ac. 0 | 500 | 500 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
Vol.total |1ml| Iml | Iml | Iml | Imt| ¥ml-| Iml | Iml | Iml | Imt | tml | Iml

A continuacion se agrega el ler. anticuerpo [1:100,000] en amortiguador de TPBS y 1 % de
albumina, en cada uno de los tubos de la curva patron. Para tener un concentracion final de



rave TR HEn EEL e
Shod @R L dmldictd

anticuerpo de [1:200,000] se agregan 500 ml de sol. de anticuerpo en cada tubo de
ependorff. El anticuerpo se afiade a todos fos tubos a excepcion del tubo de testigo A
Entonces se almacenan todos los tubos a 4°C durante 16h (toda la noche).

Muestras problema: en tubos ependorff se agrega la cantidad de muestra requerida para el
nimero de repeticiones y se agrega el ler. anticuerpo. Se agregaron 100 ul de suero y 100
ul de solucidn del ler. anticuerpo ([1:100,000] en amortiguador de TPBS y 1 % de BSA)
para tener una concentracion final de {1:200,000] y un volumen final de 200 ul.

" 5. Los pozos se lavan 5 veces con amortiguador TPBS, al final de los lavados, los pozos se
secan con varios golpes firmes sobre papeles absorbentes.

6. Se afiaden 100 pl de TPBS + 1 % de BSA para bloquear la union inespecifica. Esta
solucion se agrega a todos los pozos, se sella la placa con la cinta adhesiva y se deja
incubando durante 1 h a temperatura ambiente.

7. Se lava 5 veces la placa con TPBS.

8. Se adicionan 100 pi por pozo de las diferentes concentraciones de cGH para la curva
patron y muestras problema. Asi las muestras se incuban durante 2 h a temperatura
ambiente.

9. Se lava la placa 5 veces con TPBS.

10. Se afiaden a cada pozo 100 mi de la solucion del segundo anticuerpo a una
concentracién {1:3000], se sella la placa con la cinta adhesiva y se deja incubando durante

2h a temperatura ambiente.

11. Se lava la placa S veces con TPBS.

12. Se prepara la solucion de revelado: Para 15 ml de solucion se mezlan 6 mg de orto-.

fenilendiamina, 150 ml de la sol. de perdxido de urea y 14.85 ml del amortiguador de

citratos. Se prepara al momento de emplear. En un espacio oscuro, se agregan 100 pl de
esta solucion a cada pozo, se sefta Ia placa con la cinta adhesiva y se deja incubar durante 1 h
a temperatura ambiente en la oscuridad.

13. Para detener la reaccion de revelado, y atn en la oscuridad, se afiaden 50 pl de la
solucién de acidos sulfarico 4 N. Se tapa y permanece en la oscuridad 10 min mas. :

. 14. 15 min después de detener la reaccion de revelado se lee la placa de ELISA.

15. Inicialmente, de los resultados se obtiene el valor porcentual de cada valor con respecto
a los valores del téstigo B (sin hormona) que se considera como el 160 %. Después se
obtiene la media y desviacion estandar de los valores porcentuales. Estos Gltimos datos se
graficaran contra las diferentes concentraciones de hormone por pozo.




Anexo C
Actividad 5’D total por radioyodo liberado

Preparacion de soluciones

Amortiguador HEPES pH 8.6 0.05M
e 238g HEPES-1L-10 mM

e 109.5 g Sacarosa - 1L - 320 mM

e 03726 EDTA-I1L-1mM

» se diluye en 600 ml
e se ajusta el pH con HCI
o seaforaa 1L

Limpieza de la hormona
La hormona se separa del yodo (I') utilizando una columna SEP-PAK. En las fracciones dela3 ala9

se obtiene el I' y de la 10 a la 15 la hormona marcada.

# Tubo | Cantidad Sustancia
1 5ml |fosfatos metanol 40:60
2 150 ul {rT3
3 500 pi  {fosfatos Nat,P04 0.1 M
4 500 pul  {fosfatos NaH,PO4 0.1 M
5 500 ul |fosfatos metanol 40:60
6 500 ul |fosfatos metanol 40:60
7 500 pl | fosfatos metanol 40:60
8 500 ul |fosfatos metanol 40:60
9 500 ul | fosfatos metanol 40:60
10 200 ul | metanol amonio 99:1
11 200 ul | metanol amonio 99:1
12 200 ul | metanol amonio 99:1
13 200 ul | metanol amonio 99:1
14 200 ul | metanol amonio 99:1
15 200 ul | metanol amonio 99:1

Preparacion del coctel para el experimento
e Hormona marcada (rT3): 100,000 cpm por cada 50 pl de coctel (5,000,000 cpm para 2500 ul de

VF).

+ Hormona fria (rT3): 0.5 uM (125 pl de una solucién 10 pM para 2500 pl de VF)

e DTT: 10 mM (16 mg para 2500 pl de VF).

e Se mezcla y se afora con el amortiguador de HEPES.

Preparacion del tejido
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El higado se homogeneiza en una proporcion de 1:10 con amortlguador de HEPES (100mg de tejido
en | ml de HEPES.
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De acuerdo con los datos obtenidos sobre la cantidad de proteinas para el determinar cambios en la
actividad 5°D hepatica de pollo el intervalo de sensibilidad es de: 0.06 2 0.3 mg/mi. Para efectos del
experimento se utilizé una dilucion 1:150 del homogeinizado y se ajusto posteriormente la relacion
entre actividad y cantidad de proteina. La cuantificacion de proteina se hace por el método de
Bradford. '

Método
Coctel | HEPES | Tejido
CT 50 pl - -
Daiio 50 ul 100 pl -
Muesira 50 pl 50 ul 50 ul
 se agita,

¢ seincuba durante 1 hora a 37°C,

* se para la reaccion con 50 pl de stopper (50% de suero normal de bovino + PTU 10mM) y 350 ui
de acido tricloroacético, |

e se centrifuga durante 15 minutos a 3000 rpm,

o se separa el yodo liberado utilizando una columna de intercambio antonico {Dowex 50X),
eluyendo con 2 mi de acido acético.

Formula para calcular la actividad especifica

" Daiio = cpm del dafio / cpm de CT x 100="%

Muestra = {cpm de la muestra / cpm de CT x 100) - % del dafic =%
Muestra x 1.25 = % de actividad (porque se recupera el 80 % de la columna)

% x 2 x pmol
Actividad especifica:

= pmol de T2/mg de prot./h
h x [mg de prot.]

e A R L L A S N P S e U
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Anexo D
Actividad 5D por cromatografia en papel

Preparacion de soluciones

Amortiguador HEPES pH 8.6 0.05M
e 238g HEPES-1L-10mM

e 109.5 g Sacarosa- 1L -320 mM

e 0372 EDTA-1IL-1 mM

¢ s¢ diluye en 600ml

* se ajusta el pH con HCI

o seaforaalL.

Soluciones para la cromatografia en papel: teramil OH:NH,OH 2N:hexano (5:6:1)

¢ 431.4 ml de agua (H,0) + 68.6 ml de amonio (NH;) = 500 ml de NH,OH

¢ 500 ml de NH,OH + 208 3 ml de teramil OH + 4.65 ml de hexano

» se mezclan en una probeta

» se pone la mezcla en un embudo de separacion y se deja reposar

» las 2 fases resultantes se guardan por separado

» la fase supertor se utiliza para correr la cromatografia y la inferior para impregnar la camara

Limpieza de la hormona
La hormona se separa del yodo (I') utilizando una columna SEP-PAK. En las fracciones dela3 ala 9

se obttene el I'y de la 10 a la 15 Ia hormona marcada.

# Tubo | Cantidad Sustancia
1 5 ml fosfatos metanol 40:60
2 150 ul | T3
3 500 ul | fosfatos NaH,PO4 0.1 M
4 500 ul |fosfatos NaH.PO4 0.1 M
5 500 ul | fosfatos metanol 40:60
6 500 ul | fosfatos metanol 40:60
7 500 ul | fosfatos metanol 40:60
8 500 ul | fosfatos metanol 40:60
9 500 ul | fosfatos metanol 40:60
10 200 il | metanol amonio 99:1
11 200 ul | metanol amonio 99:1
12 200 pl [ metanol amonio 99:1
13 200 pl | metanol amonio 99:1
14 200 ul | metanol amonio 99:1
15 200 ul  { metanol amonio 99:1

Preparacion del coctei para el experimento
» Hormona marcada (T3): 100,000 cpm finales; 600,000 cpm por cada 100 pl de esta sofucién
(12,500,000 cpm para 2500 ul).
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e Hormona fria T3: 0.1 pM final; 0.6 uM en esta solucion (27 pl de una solucion 55.5 M para
2500 pi) + rT3 1 pM; 6 pM en esta solucién (1500 pl de una solucion 10 uM para 2500 pl).

e DTT: 100 mM; 600 mM en esta solucion (231 mg para 2500 wl).

e PTU | mM final; 6 mM en esta solucién (375 ul de una solucién 20 mM para 2500 pb).

e Se mezclan la hormona fria, DTT, PTU y se afora con el amortiguador de HEPES, posteriormente
se mezcla con la hormona marcada en una proporcion 1:1 entre ambas soluciones. '

Preparacion del tejido
El higado se homogeneiza en una proporcion de 1:10 con amortiguador de HEPES (100 mg de tejido
en 1 ml de HEPES.

La cantidad de proteina utilizada fue de 207 mg/1ml (20.7 pg/100 plen el experimento). La
cuantificacion de proteina se hace por el método de Bradford.

Método

Coctel | HEPES | Tejido
| Dairo 100 pl 200 pl -
Muestra 100 ul 100 pl 100 i

se agita,

se mcuba durante 3 horas a 37°C,

.se para la reaccion con 200 pl de etanol,

se centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm,

e se toman 100 pl del sobrenadante y 50 ul de un coctel de todas las HTs y yodo, se ponen en un
tubo aparte, ‘

e se ponen en tiras de papel filtro y se colocan en la camara de cromatografia

e al otro dia se revelan y se cortan de acuerdo con las marcas hechas por el coctel estandar y se

cuenta cada fraccion en un contador gamma.






