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RESUMEN.

La prmcnpal hormona tiroidea (TH) secretada por la glandula t1r01des es Ia tlroxma
o T4. La desyodacnon organo especuflca del anillo externo de:la molecula de T4 por las
enznmas desy odas he
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ABSTRACT.

Although |t is wxdely con5|dered to be an inactive: product of thyronlne (TH)
metabolxsm 35 dnodotlronlne (3,5-T2) has recently been dyescnbed as a bloactlve

blologlcal product ts’ 'effects' upon

hen:testedxat hlgh doses (-5xﬁthe ose yo T
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INTRODUCCION.

De los" mensajeros endocrinos conocidos, las hormonas tiroideas o yodotlronlnas

(TH) son unlcas ya que,se trata de ammoamdos modlflcados que contlenen yodo en su

actnvndad de Ias desyodasas tlpo

(D1) y'_tlpo 2 (D2) en el hlgado del F eteloclltus




ANTECEDENTES.

L LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas o yodotironinas son' una famllla

endocrmos que cont|enen yodo en su molécula y que son respon
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TABLA 1. Prmmpales Efectos de las Hormonas Tiroideas en los Mamiferos.

,CALORIGENESIS

Favorece la glucdlisis y el consumo de oxigeno.

Estimulan ia sintesis de las subunidades o y B de Ia bomba
de Na'/K* ATPasa dependiente.

Controlan sintesis de termogenina (UCP) en la grasa parda

METABOLISMO DE
VITAMINAS

Participan en la sintesis de vitamina A.
Inhiben la fosforilacién de tiamina y aumentan Ia demanda
de otros componentes del complejo B

"CRECIMIENTO Y
DIFERENCIACION
CELULAR

ESTIMULAN:

Crecimiento somatico.
Produccion de GH.

Maduracion del sistema nervnoso
Osificacién epifisiaria.

SISTEMA NERVIOSO
: CENTRAL

Esenciales (periodo critico) en desarrollo y maduracton
neuronal.

Modulan la velocidad de conduccnon excntamon y regulan
patrones conductuales. :

METABOLISMO DE
CARBOHIDRATOS

AUMENTAN:

Absorcidon y utilizacién de glucosa.
Glucogenolisis.

Degradacién de insulina.

SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Efecto inotrépico y cronotrépico positivos.
Sinergismo con catecolaminas.

METABOLISMO DE
LIPIDOS

ACELERAN: ;
Sintesis, degradacion y excrecion biliar de colesterol y
acidos blhares e

SISTEMA
HEMATOPOYETICO

Participan en la sintesis de hemoglobina.
Absorcion de vitamina B12 y acido félico.

METABOLISMO
PROTEICO

Anabolismo/catabolismo (dependiendo de los nri,\(;e,:l Y

METABOLISMO
MUSCULAR

Inhiben conversidon de creatina a fosfocreatina, ==

METABOLISMO
HIDROELECTROLITICO

Aumentan la filtracion glomerular.
Diuresis de sudio extracelular.

FUNCION
HIPOFISIARIA

Regulan la sintesis y secrecion de TSH, GH, FSH LH .
PRL.

GONADAS: Necesarias para la diferenciacion gonadal

FUNCION GLANDULA MAMARIA: Esenciales para la dlferenmacm
REPRODUCTIVA funcional de primordios alveolares.
Forman parte del complejo galactopoyético.
APARATO REGULAN:

GASTROINTESTINAL.

Velocidad del transito intestinal.

En donde: TSH, hormona estimulante de la tiroides; GH, hormona de crecimiento; FSH hormona fol
estimulante; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina. Modificada de: Escobaret al.; 1999 ‘Norris1985.
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HO- O CH, CH COOH
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Anillo fenilo Anillo tirosilo
(Externo) (Interno)

Fig. 1. Estructura general de las yodotirovnih’as.

una t”z mrculante aproxnmada de un dla Y. se consndera la: hormona metabollcamente

T4, espeCIaImente




TABLA 2. Efectos tiromiméticos reportados para Ia 3 5-T2

Efectos mitocondriales.

! Referenmas

INCREMENTA: ER
Consumo de oxigeno en hlgado de rata : ‘ :
Consumo de oxigeno de celulas sangumeas mononucleares

Respiracion mntocondrual en hlgado

Consumo de Ca** mltocondna
Actividad a-ghcerofosfato deshldrogenasa
Actlwdad de la cadena i :

Actividad citocromo oxidasa.

B-oxidacion.

Efectos extra mltocondrlales

INCREMENTA:

Actividad de Ia en2|ma :
Actividad glucosayG- eskhlyc'!r'g’genasa.
Actividad desyoqatlva o
Metabolismc'):dv’e' l

Tolerancia al frio en ratas hipotiroideas.

Tasa dé‘r'rj’e abolis

Volumenf'de'vla"‘c' ‘en chusta ‘migratoria.
ESTIMULA: RN
Secrecion de GH.
Metabolismo lipidico.
INHIBE:

Secrecion de TSH.

Proliferacion celular en cancer.

al.; 1995; Horst et al 1995
Martinez et al:, 2000

Modificado de Lanni ef al., 2001,
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I LA GLANDULA TIROIDES.

Las TH son smtetlzadas y secretadas por la glandula t|r0|des La forma de la

Io Iargo de todas las dlferentes clases de vertebrados pero cada clase
conserva. . los'c

teleioétl
follculos

mlgrar a otras'regnones del’ cuerpo y permanecen funmonales en ‘su locahzacmn

'ectoplca (Gorbman etal., 1983).

Pel
Cicléstomos vy
Teledsteos

FPéjaro Ratén Hurmano

Fig. 2. Morfologia de la glandula tiroides en distintos vertebrados (Modificada de Gorbman et al., 1983).

En todos los casos, la unidad estructural y funcional basica de la glandula tiroides

es el foliculo tiroideo y -la estructura de estas células foliculares - presenta una -

unlformldad consuderable en todas Ias clases de vertebrados El foliculo conSISte en una

estructura esferlca formada por una capa de células epltellales que rodea a un espacm

11




extracelular relleno de un gel de proteinas (coloide) donde se pueden almacenar

grandes cantidades de TH (Fig. 3).

Artena brotclsa —
Atena

troidea
capilar —.

caplan

Fohcuto

Lurnen fohicular

capilar

__Celula
fohcular
(Lrocito)

Fig. 3. Foliculo tiroideo, unid ides. Destacan las células foliculares y el
lumen folicular, en el cual se encuentra el coloide (modmcada de Matsumoto y Ishii, 1992).

El coloide tiroideo esta principalmente formado por la tlroglobullna‘(Tg) -una

de esta _via

sulfatada Ademas entre estas modlﬂcacuones postraduccmnales la molecula de Tg es

12
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yodada por la accion de la peroxidasa tiroidea (TPO) que se localiza en el borde apical
del tirocito. (Capen, 1996; McNabb, 1992).

4
TG Tg
2 5
TPO +H,0;, ., 3 . TPO + H,0,
Oxidacion 1" HOl vogcia? Acoplarmentd”

Msmbrana
apical

Tirocito

Mernbrana
basal

Fig. 4. Biosintesis de las TH. 1) Captacidn o transporte activo del yodo al interior del tirocito. 2) Por accién
de las peroxidasas el i6n yoduro (I) es convertido en “yodinio” (") o acido hipoyodoso (HIO), una forma
reactiva capaz de unirse o “yodar” a los residuos de tirosina presentes en la tiroglobulina (Tg). 3) La
tiroperoxidasa (TPO) cataliza la yodacién de la Tg en la membrana apical y se forman las yodotirosinas:
monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT). 4) MIT y DIT permanecen unidas a Tg en el coloide
constituyendo un reservorio de precursores de las TH. 5) Se forman las yodotironinas mediante el
acoplamiento de dos residuos yodotirosilo (MIT o DIT). En esta reaccién de acoplamiento participa el
perdxido de hidrégeno y la TPO y depende de la estructura terciaria de la Tg. 6) En respuesta a la
demanda de TH el coloide es endocitado y las vesiculas endocitadas se fusionan con lisosomas. 7) Se
liberan de la Tg por protedlisis especifica. 8) Las yodotirosinas son desyodadas por la enzima
deshalogenasa tiroidea (tDh) la cual favorece el reciclaje del yodo. 9) Las TH al llegar a la membrana
basal se liberan aparentemente por difusion. 10) Parte de la T, puede ser desyodada hacia T3 por accién
de la desyodasa tipo 1 (D1) tiroidea para consumolocal del tirocito (Modificada de Taurog, 1996).

.

eyt ]

PRSI (it

T4 '
LJL.;
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Il. BIOSINTESIS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

El metabolismo del yodo que conduce a la biosintesis de Ias TH (Fig. 4)ocurre
en tres etapas secuenciales: el transporte activo del yoduro al mterlor de os t|ro<:|tos

(bomba de yodo) la oxndacmn del yoduro (tlroperoxldasa (o] TPO) yodaCIo "'de Ios ~

Iecula de tlroglobulma Esta yod ’

,desyodacnon” ntratlrmdea rescatandose Ia mayor parte del yoduro »bre esultante para

su’posterior feutnhzacwn (Taurog, 19986).

IV. CONTROL DE LA FUNCION TIROIDEA.

La principal via de regulacién de la funcidn terIdea se da a traves de una
cascada de sefales neuroendocrinas Ilamada “eJe hlpotalamo h|p0f|S|s—t|r01des" (F|g 5)

estlmuladora

la hormona

liberadora de -
somatostatma (SRIH) i les

intracelular de'la hormona.a

14




Hipotalamo

Espacio
intracelular
intercambiable

Fig. 5. Control de la funcion tiroidea. Se muestran con (+) las vias de estimulacion, y con (-) las vias de
retroalimentacion negativa. TRH: Hormona liberadora de tirotropina; SRHI: Somatostatina; TSH: hormona
estimulante de tiroides o tirotropina; T4: tiroxina; T3: triyodotironina; Ds: desyodasas.

En el control de esta via intervienen diferentes sefiales neurchumorales que

llevan informacion tanto de Ias cond|c10nes del medio ambiente como del estadO’

1ntrace|ular de T3 y T4 (M Nabb 1992)

V. TRANSPORTE DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Las TH son moléculas altamente hidrofdbicas, por lo que circulan .en'la:sangre

unidas a proteinas transportadoras. Se conocen tres diferentes prote,invasr capa'c;eﬂs,d,e,

unir y transportar a las yodotironinas: la globulina transportadora de tiroxina o "I:B"G, la

‘ ﬁT—:CT ~) Ol\l 15
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transtiretina o TTR y la albumlna (Alb) Estas protelnas presentan dnferente aflnldad ‘por

las dlstlntas yodotlronlnas La TBG presenta la mayor aflnldad a T4 unlen‘do alrededor

organos blanco y su retencnon a nlvel cnrculatorlo prevmlendo sy perdlda renal o fecal
(Kohrle 1999) )

VI. MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Los efectos de las TH estan mediados principalmente por su unidn a receptores
nucleares especificos. Estos receptores forman parte de la superfamllla de. receptores

modulacién

TES
FALLA D;
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citoplasmaticas. Estos mecanismos (épirdgrsfdno g;ténplenémgn;er rcri'il:qcidad:os‘(Kc'ihrle,
1999). ' ‘

" Desarninacion
o el : 1 # oxidativa
Romplmientq del enlace eter: :
1
b
Conjugacic’wn:. i NH2
Glucoronidacion «e— - PR
Sulfatacidn SR
—CH2CH
- N
1 COOH
! 1
! |
| ot
] Ty
] = \ : .
1 ol i L
" LT : S '-» Dascarboxilacion
o - - Desyodacion | .. <o ' :

Fig. 6. Vias metabdlicas de la Tiroxina. Todas las vias metabdlicas sefaladas con lineas discontinuas
inactivan a la tiroxina. La desyodacidon en la posicion 5' 6 3' constituye la tnica vna metabohca de
activacion. L

Vil. METABOLISMO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

El metabolismo de las TH involucra una compleja seriév'de' reaccnoneS'

enzimaticas que resultan en su desyodacién, conjugacion y/o desammacmn y en Ia
descarboxilacion oxidativa (Fig. 6). Ei grado en que astas reaccmne' o urran~'en un

érgano tendra un efecto lmportante sobre Ios mveles cwculantes )

su ehmmacnon b|l|ar y urlnarla

|mportante ‘de-estas vnas es- Ia esyodacnon A ontmuacmn y debldo a Ios |ntereses

partaculares de esta tesns se descrlblra en~deta|le Ia via de desyodacion de las TH.

TRSIS CON 17
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A. DESYODACION. -

La desyodacion es el mecanismo predominante del mefabolismo de las TH'yé

que de ella depende Ia actlvacmn o inactivacion de las mlsmas 'Con5|ste en la remocnon




R, o,
-, ~ &~ e,
Sasat
TO
Nla o ENZIMA  ANILLO QUE DESYODA
ORDe e D1 Periloy Tiroxik
- ORD y n2 Fentlo

R T pa Tiro sl

Fig. 7. Vias de desyodacioén de las hormonas hrmdeas Se muestra la desyodacuén secuencnal de las TH
a partir de T4. ORD, desyodacion del anlllo externo IRD desyodacnon del amllo interno :

1. DESYODASA TIPO 1 (D1).

a. Localizacién. La D1 es se localiza

predomlnantemente en el higz

Esta

en2|ma




tiroides acerca de la Iocallzamon _membranal de esta enznma (Murayama et al, 1985)

Ademas, ‘esta local:zamon esta de acuerdo con la funmon propuesta para la D‘l de

Kéhrle, 1996; Koéhrle, 1999

vascular ya que se sabe que en huma (

proviene" ‘de la desyodacion extratnrou'dea,'

c. Caracteristicas cinéticas. La D1 esun
como el higado, el riidén y la tiroida
organos (2 a 5 pmol/mg/h) Aun ,
substrato preferencnal in v1tro es

proveer T3 cnrculante ya,que ofrece un acceso rapldo a la T4 cnrculante a la vez que

(Blanco et al 2002




d. Caractenst:cas moleculares. Con |a clonacién delrcDNA:que COdlfICa para la D1 de

rata se descubr o que esta pertenecua al grupo de Ias selenoprotelnas ya que como se

regulatorlos'
la actlwdad

enzumatlca Ios nlveles altos de estas hormonas estlmulan Ia transcnpcnon del D1-

21




mRNA es decir, el efecto de estas hormonas ocurre a traves de mecanismos
pretraduccnonales que se Justlflcan con Ia presencia de Ios TRE en eI gen D/o 7 descrlto
en humanos (Toyoda et al. 1992)

El aporte energetlco también regula a Ia actmdad de odatlva Sln embargo los

,efectos observados son secundario

de la actuvndad D1 hepatlca (O M

I

4 HIGADO Receptores a T3 hepaticos
¢ Secrecion tiroidea T4 Consumo de T4 ¢ P

Contenido de tioles

¢ T4 y T3 plasmaticos  g— + Produccién hepatica de T3

o

» Contenido hepaiice de T3 ¢— ¢ Consumo hepatico de T3

!

{ 5 D1mRNA hepatico

$ Proteina y actividad D1

Fig. 8. Secuencia temporal postulada de las alteraciones de la economia tiroidea en h:gado de ratas
ayunadas (O'Mara et al. , 1993).

22



2. DESYODASAVTIPO 2 (D2) .

a. Local:zac:on La actwudad de esta enzuma ha atraldo consnderablemente la atencuon

Kohrle 1999)

b. Funcion. Estudios cin‘éfic‘os

et ot




no_es abundante. El mecanismo de accién de la D2 es del tipo secuencial y no es

susceptible de ser inhibida por PTU ni tioglucosa aurica (Kéhrle, 1996; Kéhrle, 1999).

/ € 0'a |'erto de
lectur. a secl SECIS en la

a traves de os 'cuales ct n estas hormonas son
tanto pre- como postraducmonales Se han observado
rde la D2 en respuesta a las yodotlronlnas que incluyen

n postraducmonal Esta regulacmn puede involucrar

TF’SIS (. 0 !“I 24




alteracuones en su transporte intracelular y/o aumento, de su degradacnon Sln embargo N

en algunos tejldos‘como la hipdfisis anterior de rata hlpotlrmdea ‘los 'nlveles de mRNA- .

- D2 se trlpllcan m‘lentras que ‘en el hlpert|r0|d|‘smo dlsmlnuyen un 0%' '

1988; Tanaka et a/ 1987).

Vill. HORMONAS TIROIDEAS Y PECES.

Como ya se mencion®, en el caso particular de los teleosteos el tejudo turmdeo se

encuentra como foliculos dispersos o como grupos de fO|ICU|OS en ‘Ia reglon farlngea

(Gorbman et al., 1983). De todos los vertebrados estudiados hast ,
presentan |os niveles circulantes mas bajos de T4 y mas altos de T3 qu

una proporcion T3/T4 zlta. Sin embargo, a pesar de esta relacion, no ‘e‘xisf
’FE‘STC‘ CON

FALLA DT ORICEH 25




de secrecion_de T3 por la glandula tiroides de los teledsteos en condiciones normales

m:gratornas favorecen la preferencna por ‘este me io, " infl do :qqhdut:ta
migratoria (Norris, 1985). . i i Sl

A. DESYODASAS EN TELEOSTEOS.

La presencia de actividad desyodativa en los peces se. descrlblo desde hace dos
décadas (Leatherland et al.,, 1981). Al igual que en mamxferos‘" el hlgado ha sndo eI

organo mas estudiado, sin embargo,
bioquimicas de las desyodasas teleostea h :

habia descrnto y;;caractenzado Ia ac ivid

FALLA 311 ;u‘




por PTU En contraste la Vmax y la tasa Vmax/Km de la D2 son 6y 207veces mayoresr
que la reportada en el cerebro de rata suglrlendo que Ia D2 pvresent'

k'en eI hlgado de
pez es una enzima muy abundante y/o muy eficiente. Asi; 1a ct expres;on abundante de

metabdlica.

1. REGULACION.

Los estudios encamlnados ‘a’ con"cer' o




TABLA 3. Regulacion de las desyodasas en teledsteos.

Estado tiroideo Tipo enzimatico Efecto Especie estudiada

Actividad ORD Inhibicién ,
patic 2 Trucha arcoiris (Oncorhynchus
Actividad rT3 ORD Sin efecto mykiss)
Hipertiroidismo hepatica
Actividad T4 ORD L
hepatica Inhibicion
Actividad D1 renal Sin efecto Tilapia del Nilo (Oreochromis
Actividad D2 hepatica | Inhibicion niloticus)
: Tilapia del Nilo (Oreochromis
Actividad D1 renal Sin efecto niloticus)
. .. Tilapia (Sarotherodon
Hipotiroidismo Estimulacion melanotheron)
mRNA y actividad D1 Estimulacion
hepatica Tilapia (Oreochromis niloticus y
mRNA y actividad D2 . L. Sarotherodon melanotheron)
hepatica Estimulacion

Datos originales tomados de: Eales y Finnson, 1991; Finnson y Eales, 1999; Mol et al., 1999; Sweetmg y
Eales, 1992; Van der Geyten et al., 2001.

Por otra parte, el efecto agudo (1, 2. 63 dlas) del . suplemento de T3 y T4 fue
estudiado también en la trucha (Sweetmg y  les" 1992) ‘En todos los- casos la
administraciéon de T3 mcremento Ios i tes de T3y T4,y dlsmmuyo

sngnlflcatwamente Ia actnvndad » »ayr{gov!- Ia inge_s; de una dosns




actividad T4-ORD, pero contrano a Io que se observa con este tratamlento enla D1 de
mamlfero Ia acthldad:rTS‘ ORD no se vno moduflcad "

contraste Ios efect

puedeh"h_av

funcional:d
medio inte
prnncupa




TH. Estudlos en nuestro Iaboratorlo utlllzando aI reto osmotlco han mostrado cambios

en la actuvndad desyodatlva de’ Ias enzumas hepatlcas en respuesta a Ios camblos enla

sallnldad medioambiental:

mismas TH

El- objenvo del presente trabajo conS|ste e‘
aCtIVIdad blologlca regulan la actividad. de las en2|mas que catallza

regulacnon
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JUSTIFICACION.

Las enzumas que catallzan la via ORD son reguladas de manera opuesta por las

|feros"'iLos mecanlsmos a través de los cuales Ias

TH en los - ma‘ | ejercen' esta

scrito 'que la 3 5-T2

que’lo’ hace la T3, pero con

gulac:on de estas enzimas
en ras que las TH regulan

regulacio

hipéteyéis_deﬁtrabajo :
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HIPOTESIS.

Las - distintas tironinas tendran efectos regulatorios diferenciales sobre la
actividad y |la expresion de las dos enzimas que catalizan la via de actnvacnon de las. TH
en el hlgado del F. heteroclltus

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar e efgc Ias tironinas sobre la regulacién de la D1y D2 en el higado del F.

hetefc) tu

OBJETIVOS

presado por los

epatica, evaluando si el
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MATERIAL Y METODOS.

I AnimaIeS‘

Se utlllzaron un total de 90 animales, F. heteroclitus (Anexo 1) adultos’machos de

descrlbe mas-a elante Los hlgados utlllzados para Ia cuantlflcacmn del mRNA se
reunleron ‘enun “pool” (n = 5 por grupo) y el RNA se extrajo como se describe en la
seccidn correspondiente.

Il. Validacion del método de administracion de yodotironinas por inmersién.

Los peces que habitan en los océanos pierden continuamente agua por la piel,
debido a que el medio externo tiene una mayor osmolaridad comparada con su mil‘ieu
interno. Para confrontar el estres osmotlco al que estan continuamente expuestos, estas
especies de tele ok

eos' beben contlnuamente agua Tomando ventaja de esta sntuacmn' )

se ha utllnza Jo este‘me odo de admmlstracmn (Omeljanluk y Eales, 1985) haﬂ mostrado

TESS CON
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que 0.1 M de T3 en el agua. aumenta las concentramones cnrculantes de esta hormona ,

en la trucha arcoms alrededor de 10 veces a Ias 24 horas de mmersuon

tratamlento S(PT).y.seles extlrpo eljhlgado para-la posterlor extraccmn Yy’ cuanhﬂcacnon

,de Ia concéntracnon de T4 y T3 segun el grupo de tratamlento ;

A. Cuantificacion de la concentracion hepatica de T4y T3.

Se realizd la extracciéon de las hormonas tiroideas de cada uno de os;h|gados
utilizando una modificacidon al método descrito por Pinna'y co :
consiste en lo siguiente: los higados fueron homogenpz_a )
metanol/amonio (99:1) en una proporcién 1/10 (peso'/voyl)‘vtEI
centrlfugo a 3000 rpm por. 10 mlnutos a 4°C_;y el ‘sobr

concentradori'al acm y'posterlormente eConst]

coefncuentev de:variacion: inter--e:intra- ensayo' fueron de 8. 9 Y. 8.3%,

de 9‘5 y 6 6%
para T4 y 3 respectlvamente EI porcentaje de recobro de hormonas‘tlrmdeas por este
metodo fue de 70 90% para T3 y de;50-70% para T4. ’ P

TESIS CO;
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Tabla 4. Condiciones de ensayo para la cuantlflcacmn de T4 y T3 por el método
de radioinmunoanalisis.

Condiciones RIA T4
o 1251.T4 (NEN) 10 pg
S e Cc_:ncentrac:on estandares T4 0.25 a 8 ng/ml
Sy (Sigma)
£5 Anticuerpo T4 (Sigma) Dilucion 1:2500
] - — s
g Aqndo 8-anilino-1-naftalensulfénico 10mg /10 ml
(Sigma)
= 2° Anticuerpo anti-conejo (ICN) Dilucion 1:7
S = [EDTA (Sigma) 0.1 M .
:-?_;_: Polietilenglicol (Sigma) 18% (peso/vol)
@ Suero normal de conejo 5 plb/itubo
Condiciones RIA T3

o Y25.T3 (NEN) 10 pg
E = _C_)oncentracién estandares T3 (Sigma) | 7.8 a 500 pg/ 100uL
8 S |Anticuerpo T3 (Sigma) Dilucién 1:200
= n m rO]
2 Acido 8-anilino-1-naftalensulfénico
£ (Sigma) 40 mg / 10ml

5 3

8 5 | Solucién carbon / dextran 0.5%

§§.E (Sigma) 1ml/tubo}

v <

Como se observa en Ia Tabla 5 el metodo de admnmstracuon de t:ronllnas por

control, a las 24 horas de tratamlento.'

TRHS CON
FALLA DT ORIGEN .
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Tabla 5 Concentracnon de T4y, T3 hepatlcas en F.: heteroclltus; tratados por

mmersnon con 0.1 pM de esta hormona o

‘| Concentracion]| -

g,—»{s a3z o 9% |-
o e 29 : 031
45720 65°
Tratamientos| 12 h 4.62 :t 0.65* 11.9 £ 0.59 **.
24 h 43+011 24.47 £1.87 * |.
(*p < 0.05, **p < 0.001) —

Control|.

lll. Cuantificacion de la actividad desyodativa.

La actividad desyodatlva se cuantificod medlante una modlflca on de Ia ,tecmca de»

las desyodasas de F heteroclltus las condwvgne
‘ ‘ das en nuestro laborator
aC|on ~En todos Ios ce

resina c

y cuantmcado en un. espec rometro de emisiones gamma. Este valor permlte calcular la

TRSTS CON .
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actlwdad especuflca de- Ias en2|mas _que se. expresa como fmolas o pmolas de yodo
Ilberado/mg de: protema/hora (fmol o pmol’zsl/mg/h) La determlnacton de las’ protemas
‘ radford‘(Bradford 1976)' Esta tecnlca se

de la muestra se 'reahzo poriel’ metodo de

basa en Ia correlacxon'dlrectament proporcmnal"de Ias dlferentes ‘concentramones de

2 :ueron 0‘25
sefiala ‘qen‘labtabla

D1y D2 en el higédg

deI F. heteroc//tus ,
: TIPO 2

Substrato rr3
Concentracion de

substrato 1 OO nM
Concentracion de DTT 5 mM

Tiempo de incubacion

Temperatura de
incubacion

B Extracc:on del RNA'»
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C RT- PCRs de los hxgados de Na heteroc//tus experlmentales utilizando.
oIlgonucIeohdos antl sentldo especmcos correspondlentes a”FhD1 y ‘FhD2,

respectlvamente

D. Realizacién del PCR competitivo para FhD1 y FhD2

A. Diseio y construccion de competidores especificos para FhD1 y FhD?2.

Previamente en nuestro laboratorio se clonaron los cDNAs que codifican para la
D1 y la D2 hepaticos de F. heteroclitus (Orozco et al, 2002a; Orozco et al., 2003;
Valverde et al., 1997; Villalobos, 2000). Estos dos cDNAs se insertaron en vectores que
sirvieron para la construccidon de los cDNAs competidores, como se muestra a

continuacion.

1. Insercidn del sitio de restriccién para la enzima Hind IiI.

El disefio de los competidores para la FhD1 y FhD2 se realizd de ma
continuacion se describira con detalle Ia construccuon de dlChOS co ‘

0s vfragm‘entos que
ustra: enfla' Fig. 9. Los dos

n :el de agarosa y las
cas de PCR, los DNAs
cDNAs modificados los

, ICCIOI’] para Hlnd_ III : Estas nuevas construcciones

$ Vv v ector pGEM-T y se transformaron en celulas habllltadas de E. coli.

TESIS CON
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2. Insercion del fragmento de 44 pb.

Después de purificar los plasmidos que contenian las construcciones con la
secuencia modificada de las desyodasas, éstos se digirieron con la enzima de
restriccion Hind 1l. De otro plasmido conocido se corté un fragmento de DNA de 44 pb
con esta misma enzima de restriccion el cual se ligoé a las construcciones previamente
digeridas. Una vez ligado el fragmento de 44 pb, los vectores se transformaron en
células habilitadas de E. coli. Estas construcciones seran referidas en el texto como
FhD1cy FhD2c.

PXEME3 FhE:

./—-\\SWestrlcclén

(

’
PSEM-T Fh
~ 4200 pb Digestion

)

4

~—

pI3EM-T FhC
~ 4244 ph

PHEMNEX FhD )
( ~ 4200 pb _THE0ee 3D
-'\—v/'. .\/..
~700 pb —
~ 400 pb
Hibridacion
§'D
—
Amplificacion 3D
L Fragmento de 44 pb

/

J

Transformacion

Ligacion de fragmento de 44 pb

Fig. 9.Construccion de los plasmidos competidores de FhD1c y FhD2c. (FhD: cDNAs que codifican para
las desyodasas;. 5'D y 3'D: oligonucieétidos de los extremos &' y 3', respectivamente, de las desyodasas ;
D-Has'y-D-Hs: oligonuclecttidos antisentido y sentido, respectivamente, que contienen la secuencia para
el sitio de restriccion de la enzima Hind IH)
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Para corroborar Ia msercnén eXItosa del fragmento de 44 pb se realizaron

amplificaciones por PCR utmzando ohgonucleohdos especificos que nos permitian
; |cho fragmento. La amplificacion utilizando como

amplificar la zona de Ia mse

templados los cDNAs de F DZ nativos y oligonucledtidos especificos para cada

desyodasa generé fragmentosw e.~240 y ~270 pb, respectivamente. Cuando FhD1c y

FhD2c se utlllzaron como templados, los fragmentos generados con los mismos
oligonucledtidos fueron de ~280 y ~310 pb, respectivamente (Fig. 10).

= —
250 pb — s PO
—t— \
PN L
1 2 3 4 5

Fig. 10. Fragmentos amplificados por PCR utilizando como templados: 1) FhD1, 2) FhD1c, 3) control
negativo, 4) FhD2 y 5) FhD2c.

3. Preparaci6én de la curva estandar de los competidores FhD1c y FhD2c.

La determinacion de la concentracion de los competidores se realizé a través de
la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. A partir de las
concentraciones obtenidas (ug/ylL), se calculd la concentracion de los plasmidos en

moléculas/uL con la siguiente formula:

Moléculas/uL. = (concentracién en g/L) / PM (no. Avogadro)/1X1 0®
En donde el peso molecular (PM) = (niumero de pares de bases) * (635 Da/pb)

Con base en las concentraciones calculadas, preparamos diluciones con las

siguientes concentraciones en escala logaritmica:
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ONEENTACION 1 1x10%{1-%-10° | 3X 10%1X-10°| 3 X10%|1:X10° |3 X 10* | 1 X 10*
(motéculasiul) ‘|- 0 o T [T e e e

Logaritmo

F. heteroclitus experlmentales

B. Extraccion del RNA.

Como ya se menciond, se prepar

isotiocianato de guanldlna Weste ualtimo es un agente-des
separacion del RNA ‘de los tejldOS La efncnencna de ¢ d
particularmente para el higado, es de 6 a 10 pg/mg ‘de ,ejl a é'lé"c‘:ii‘c'baihvt
A260/A280 >1.8. L

C. Obtencion del cDNA FhD1 y FhD2 hepatico.

Para la realizacion de los PCRs cuantitativos (ver 51gwente seccion).fue ecesarlo
obtener el cDNA de la D1 y D2 a partir de una mlsma concentramon de RNA;total (¢ 10 -

1g), para todos: los grupos experlmenta|es -Para’ este f|n se utlllzo' !Ia‘enzxma

transcrlptasa reversa (GIbCO BRL) y para ewtéf Ia amphfncacnon de fragme‘ntos




D. PCR cuantitativo para FhD1 y FhD2.

El PCR cuantitativo es una técnica que, como se ha mencionado con anterioridad,

‘permite la cuantificacién del numero de moleculas de un mRNA determmado presente

151 CON
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0. 994 Y. 0 993 para D1 y D2 respectlvamente) asn como de Ia reproducnbllldad del

=
A 3

250 Hp o

:
i

ompetidor
rablem a

Fig. 11. PCR competitivo control para (A) FhD1 y (B) FhD2. En ambos caso cDNAs de Ias respectlvas
desyodasas, purificados a partir de un plasmido y en concentracion 1 X 107 moléculas/uL: se
mezclaron con el competidor correspondiente en concentraciones crecientes entre 1 ¥ 10° a 1 X 10°
moléculas/pl y se amplificaron por PCR. La reaccion de control no contiene competidor. A partir de.
las intensidades de las dos bandas identificadas por densitometria se generé una curva estandar. La
extrapolacion del punto en que las bandas tienen la misma intensidad es un estimado de la
concentracion del problema.

S 45 B,
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Tabla 7. Concentracion de los templados contro! obtenidos por PCR competitivo.

Linea Control [ 1X10° [3X10° [ 1X10° [3X10°[ 1% 107 [3X 10" [1 X 10°
Bandas Intensidad relativa
Competidor ) 0.0852 0.2749 | 0.5052 | 0.6777 1
5 Problema 1 1 1 0.9148 | 0.7251 | 0.4948 | 0.3223
i
Coz(s::airr::larz(:on 10,677,916 moléculas / pL
Competidor 0.1033 | 0.2943 | 0.5057 1
«~| Problema 1 1 1 0.8967 | 0.7057 | 0.4943 | 0.3691
£ _
Concentracion 12,619,317 moléculas / L

Resultados del analisis densitométrico de las bandas generadas por PCR cuantitativo control para FhD1y
FhD2 (Fig. 11), expresado como intensidad relativa; y concentracién estimada para las muestras,
calculada en base al analisis densitométrico.

V. DISENO EXPERIMENTAL

A. Tratamiento por inmersién con T4, T3 6 3,5-T2.

Se prepararon 4 estanques con 5 L de agua marina cada uno Posterlormente el
agua de tres de los cuatro estanques fue suplementada con O 1 pM de’ T4 ":T3 o) 3 5—T2

sacrlflcado por decapntacnon a las 12 '724 horas T Los higados se: pr’océséioﬁ’édmo

se descrlblo prev:amente




RESULTADOS

I. Efecto de la T4 en la actividad enzimatica y la expresion de los mRNAs FhD1 y
FhD2 hepéaticos .

Como se observa en la Fig. 12, 0.1 pM de T4 en el medio no modifico la actividad
D1 hepa’tica a ninguno de los dos tiempos de exposicic')n Sin embargo, esta misma
dosis provoco una dusmnnucuon significativa en la cantidad del FhD1-mRNA de 6 veces
con respecto al control a_las 24 h de exposncnon (Flg 13) En contrastenlav.‘m dlsmlnuyo

23 veces (p<O 05) la aétnvxdad D2 a las 24 h- PT con respecto al grupoﬂcontrol Esta’
disminucion en actwndad de la enzima se acompano ‘de un decremento en la cantidad
del FRD2-mRNA de alrededor de 2 veces a las 12 y 24 h PT (an 14 y 15).

Il. Efecto de la T3 en la actividad enzimatica y la expresion de los mRNAs FhD1 y
FhD2 hepaticos .

Al igual que T4, la T3 no modificd |a actividad D1 hepdtica a ninguno de los dos
'la cantidad de FhD1-mRNA se vio
bservandose una reduccnon sngmflcatlva

tiempos de exposicion (Fig. 12). Sin embafg’d

modificada a partlr de Ias 12 h de tratamlent
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12 h
40
§ 30 T
m}
& 20 I
2 40
° - -
CTRL T3 3,6-T2
Tratamiento (0.1 uM)

“TCTRL T T4 T3 3,5-T12

24 h

Tratamiento{0.1 uM)

Fig. 12. Actividad Desyodativa D1 hepatica de F, heteroclitus tratados con 0.1 yM de T4, T3 6 3,5—T_2f

1.0x1097+

7.5%10%:

o
)
X
-t
=}
&

2.5x10%

moléculas/ ng RNA total

0.0x10°

12h

o Je

" CTRL T3

Tratamiento (0.1 uM)

3,6-T2

1.0x10°7 -

7.5x10%

5.0x10%

2.5x10°%€

moléculas/ 1g RNA total

1
i
|
I
|
:
|
i

0.0%x10-0 -

24 h

fallalel dedk
Jrhe ke
T
B I

CTRL T4 T3 3,572
Tratamiento (0.1 uM)

Fig. 13. Cantidad de FhD1-mRNA hepatico en F. heteroclitus tratados con 0.1 uM de T4, T3 6 3,5-T2.

(p<0.001).
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12h 24 h
300 500

200

fmol "ZUmg/h
fmol *ZUmg/h
(%)
8

*
200 e T
100- -
ek 100
0- . [ LN _ I
CTRL T3 3,6-T2 CTRL T4 T3 3,5-T2
Tratamiento (0.1 nM) Tratamiento (0.1 uM)

Fig. 14. Actividad Desyodativa D2 hepétlca de F. heteroclitus tratados con 0.1 pM de T4, T3 é 3 5-T2
(**p<0.01, *p<0.05).

12 h 24 h
= = !
s 2
< 2.0%10096 <« 2.0%x4006.
= =
[+'4 [+ 4
2 2
& 1.0x100 £ 1.0%100 ]
3 ke 3
-8 s sl -2
E dekr de g e prorare
Q0 __ —
0.0x100 | N[0 g — 0.0%10 CTRL T3 aeTz
Tratamiento (0.1 uM) Tratamiento (0.1 uM)

Fig. 15. Cantidad de FhD2-mRNA hepatico en F. heteroclitus tratados con 0.1 uM de T4, T3 6 3,5-T2.
(p<0.001).
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lll. Efecto de la 3,5-T2 en la actividad enzimatica y la expresion de los mRNAs
FhD1 y FhD2 hepaticos .

Como se muestra en la Fig. 12, y al igual que el resto de las tironinas, la 3,5-T2
no modificé la actwndad D1 hepattca del F. heteroclitus. Sin embargo, con la
administracion de-esta-
mMRNA de 4.4 veces

“tironina* se observo una: dlsmlnuCIon sugnlflcatwa -del-FhD1-

n espectowal control en los dos’ tlempos estudlados (Flg 13) ‘Por

sugnlflcatlvamente a ambos~t|empos‘de exposmon mostrando un‘decremento”‘de G'y 7

veces a lés 12 y 24 h ‘con respecto a sus grupos control respectlvamente (Flg 15)

IV. Efecto de la administracion de yodotironinas sobre la actividad desyodativa D2
hepatica.

Los efectos de los distintos tratamientos observados sobre la actividad
enzimatica D2 pudieran atribuirse a lo siguiente: i) a un cambio en la afinidad de la
misma por su substrato; ii) a una modlflcacmn enla canhdad de enzima presente y/o iif)
a cambios en. su tasa de degradacson Con objeto de d|lu0|dar Ios p05|bles mecanlsmos

a través de'lo

realizaron.c

Tabla 8

tironinas
grupos
contrast
desyo‘dé"'
(p<0. 05




12 horas P

Py
0.035 - /
-
& 0.030 / .
& . e
S 0.025 £ v
= a *
g 0.020 ) yd B /’f:f
© 0.0151 o e
E £ =
= 0.010 e -
o R -
0.006 7 g=&" .,_.._---——-”‘i
/.f”-:’ zi—l‘_—zf r—-d_‘—’—'_
- o 1 2 3 4
1HT4 nM
24 horas
0.035 {
o ]
o 0.030 y : N
é" 0.025 I A v
&~ 0.0201 /_,// .
S 0.0151 o
E . __.x’f.’:’
= 0.010 .y .
0.005- 4~ "
o _J'_;,_.,Iv:.—_":l—————-_:ﬂ’_—#
-1 0 1 2 3 4

1T4 nM

CTRL

T4
T3

T2

~CTRL
T4

T3

T2

Fig. 16. Cinéticas substrato de la enzima D2 hepatica. Graficas de doble reciproca para cada uno de los

tiempos de tratamiento (12 y 24 horas).
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Tabla 8. . Velocidad maX|ma ~y  constantes de Michaelis-Menten aparentes
obtenldas para ‘la enzama D2 en Ios distintos grupos experimentales.

ORIGEN

GfUPP “Vmax (fm0|125l/mg/hr) K (nVD)
perime . 24h i2h >ah
13402260 | 2.0%0.37 24047
40+85 | 28037 | 23%0
: 160 | 8s0%110 ‘2 81, 23!“,
('p<0°5 «-p<001); s Bt e
T
TT“ST‘S CON
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DISCUSION.

. Tratamiento por inmersion.

Aunque existe una gran variedad de metodos para mducnr hlperterIdtsmo en'

animales experimentales, el tratamlento porf mmers n.es:un:meétodo deal enipeces

balance hidrosmético:

requieren beber agua continuamente par las

~ TESISCON | )
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especues teleosteas .de_agua _ dulce por encontrase en :la_ sntuacuon _contraria no
requleren del consumo de agua por via oral ya que ésta dlfunde a traves de la piel

(Evans 1993) Por esta razén, en estas especies |la mcorporacmh ‘saturaCIon de las

yodotlronlnas es mas lenta ya que ocurre por este mecamsmo de dnfusmn

1. Estandarizacién de los PCRs cuantitativos.

repr oducnble que perm te a uantlflcacmn del mPNA de ambas desyodasas en ntimero

.

T TESS CON )




,molecu|as por pg de RNA total Aunque esta tecnlca no es completamente cuantltatlva

, PCR cuantltatlvo para medir.la‘cantidad de mRNA que’ codifica’ para_las desyodasas
tanto en peces como en el resto de los: vertebrados ‘

Ill. Efectos de las yodotironinas sobre la regulaciéon de la D1 hepatica de F.

heteroclitus.

Los efectos regulatorios de las hormonas tiroideas sobre las desyodasas son
bien conocidos en los mamiferos, en donde se ha observado que estas yodotironinas
tienen efectos opuestos sobre la regulacién de Ias distintas desyodasas Asi, estados _

D1, mlentras que. esta en |mak :

hlperterIdeos producen un aumento‘en la, actmda

d|smlnuye durante e hlpoterIdlsmo Lo efectos“\observados”sobre Ia actividad D1' se

dos decadas en Ias cuales se ha observado la lntlma relamon que existe entre esta

[ TEscon ] "
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actlvndad tanto:con los mveles curculantes de TH (Morlnretr al., 1993 Sweetmg etal,




En mamlferos hlpertlr0|deos el aumento tanto en la actividad D1 como de su

mRNA se ha exphcado como ‘un mecanlsmo de |nact1vac10n de‘las TH ante eI exceso

posterlorm nte : : 3 “~“adquirid la doble. funcson de
actlvacmn/mactlvacnon de e tos mensa;eros.;
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IV. Efectos de las yodotironinas sobre la regulacion de la D2 hepatica de F.
heteroclitus.

En contraste cbn Iz

a;:tki\:/jdéd:D:‘l |a actmdad enzimatica' D2 mostro decrementos
cur ‘ admmnstracnon yde Ias tres yodotironinas
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actw:dad D2 hepatlca se pueden observar desde Ias 12 h PT -es decnr a muy corto

'brianrscrlp'cion del mRNA y/o dtsmlnuyendo su
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establlldadAcomo a: nlvel postraducmonal aumgh‘tagdojirlajﬁtasa:bc_ie;dggrgd,ac;ig’m

enZImatlca

(smo C E

sugiere que aun:cuando; elyefecto fmal observado es el mlsmo los mecanlsmos de

regulacion entre-el gen Dio2 mamifero y de teledsteo parecen ser distintos;

V. Efectos de 3-5-T2 éobre las enzimas que catalizan la via ORD.

EI aspecto mas-novedoso de nuestros resultados fue el potente efecto regulatorlo
que la 3, 5-T2 ejerClo sobre los MRNA D1 y D2y la actividad D2. Hasta donde sabemos
se trata del prumer estudlo en el cual se evalla el efecto de este mensajero sobre la
actividad,q ’
un produc‘:yitcﬁ) natu

e un teleosteo Como se menmono con anterlondad la 3 5-T2 es

de m'etabollsmo"de Ias' TH que se produce por la desyodacion de

‘.Hasta hace poco se pensaba que esta desyodacion formaba

<
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parte de Ia v:a de. mactnvamon de yodotlronlnas ya que el metabolito generado a través
de ella carema de actnv:dad blolognca Sln embargo estudlos recnentes han mostrado
que. m|entras la. 3' T2 .yAla 3; 3 "T ’ productos de la desyodacuon del amllo |nterno dela

vrT3 y Ia T3 ‘respectivamente,’ no tienen efecto blOlOglCO conomdo la 3, 5—T2 ha resultado

ot al, 1996° Varg i
ejerce la 3,5-T2 sobre

mRNA d GH Morenov et al 1998) la: achwdad D1 (Baur et al., 1997 Baur y Kohrle ’

preceden al efecto provocado por T3 y T4 sobre dicha actividad enzimatica. Los efectos
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ejermdos por la: 3 5-T2ﬂ‘s'pb’r;ew_la",a'cti'vida:g“7d;e, -la_enzima D2 son comparables a los

ntexto" la rapndez de Ia respuesta a. Ia




-de’ efectos no_gendmicos, Es necesario realizar mas estudios en reIacnon a este punto
para “dilucidar los posibles mecanismos de regulamon que la 3, 5.-T2 ejerce sobre las
desyodasas de la via de activacién de las TH.

VI. Comentarios finales y reflexiones.

Como ya se menciond, a nuestro conocumlento este es e prlmer, trabajo en. el

que se estudian los- efectos de la 3, 5-T2 _sobre: Ia actlwdad esyodativa en’ teleosteos ,

Los efectos que ejerce dlcha yodot

yodotirbmnas,.sobre;Ia'(egulaC|on‘_de‘ a D2
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CONCLUSIONES.

El metodo de' dmlnlstraC|on de yodotironinas utlhzado en:la presente teS|s

prueba ser un ' lo o mvasnvo efectivo de admnmstracuon en eleosteos

TH'en teleosteos.
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PERSPECTIVAS.

Los hallazgos de la presente tesis son innovadores y aportan conocnmlento

nuevo “al campo defa f|Slolog|a tiroidea. Asi, los resultados presentados aportan

evudenma experlmenta une suglere que la D1 de teleosteo es 'regulada de’ manera
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ANEXO 1.
Fundulus heteroclitus.

NOMBRE COMUN — mummichog.

OTROS NOMBRES COMUNES (en inglés): Killifish comuin, saltwater minnow, mummy,
chub, mummichog comun, barbell, mud minnow, pike minnow, mud dabbler, gudgeon,
killie, mummie, marsh minnow, brackish water chub

Filum — Cordata.
CLASE — Ostéictio

ORDEN Aterlmforme

FAMIQI' Cnprlnodontldae

GENERO Fundulus

ESPECIE — heteroclitus.

NOMBRE CIENTIFICO - Fundulus heteroclitus.

TALLA: Promedio 12.5cm con un maximo de 15 cm.

MEDIO AMBIENTE: Bentopelagico, marinos, salébricos y dulce-acuaticos.
CLIMA: Temperaturas de 10 a 28 °C dependiente de su distribucion geografica.

DISTRIBUCION: Se distribuye en el Atlantico oeste; desde el Golfo de St. Lawrence, en
Canada hasta el Noreste de Florida, E.U.A. También se ha reportado su presencia en
las Bermudas.
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El F. heterocl/tus es una especne estuarlna que puede tolerar,un ampllo rango de

http: //www flshbase orq/Summary/SpecxesSummarv cfm?ID 3192&qenusname—Fundulus&spec
lesname—heteroclltus%20heteroclltu ‘

Lavett Smlth "The |

York State” publicadop por: New York State»’Deba‘rrt:ment
of Envnronmental C »n i R R b .

http: hwww, sarep cornell ed

/Sa"rép /fish/Cyprinodontidae/mummichog.htmi
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Anexo 2.
COMPOSICION DEL AGUA DE MAR.

La salinidad del agua de mar varia ligeramente de mar a mar, conservandose un

promedio de",34 36-ppm. (partes por mil), a excepcion del mar muerto:en el -que.la

sallnldad alca ,zavlas 200 ppm. La salinidad del agua de mar cerca de |la Ilnea costera

nsu composmon debido al agua proveniente de rios que desembocan

en el. Losprlnmpales elementos consmutlvos promedio del agua de mar se muestran a

contunuamon

Elemento

Elemento |-

= .,k_j'ppm ;

Elemento| ppm
Cloro 19500
Sodio 10770

Magnesio | 1290

Azufre 905
Calcio 412
Potasio 380
Bromo 67
Carboéon 28
Nitrogeno | 11.5
Estroncio 8
Oxigeno 6
Boro 4.4
Silicio 2
Fldor 1.3-
Argon 0.43"-

Elementos encontrados en el agua de mar en una concentracion > o=a 1X1 0-° ppm

REFERENCIAS.

. PPmM
Litio = 0.18
Rubidio '} +-0.12 -
Fosforo.. |+ 0.06
Yodo: 0,06 -
Bario - 0.02
Molibdeno | - 0.01
Arsénico 0.0037
Uranio 0.0032
Vanadio 0.0025
Titanio 0.001
o= Zine 0.0005
"~ Niquel 0.00048
‘| Aluminio 0.0004
o+ Cesio 0.0004
= Cromo 0.0003

Antimonio |72 0.00024 -
Criptén .| +:0.0002
- Selenio |5 20.0002- .
-Nedn 0.00012 -
Manganeso 0.0001
Cadmio 0.0001
"~ Cobre 0.0001
Tungsteno 0.0001
Fierro 0.000055
Xenodn 0.00005
Zirconio 0.00003
Bismuto 0.00002
Niobio 0.00001
Talio 0.00001

Osmolalidad

862 +/-1 mOs

Editor: Bearman G., Ocean chemistry and deep-sea sediments, Pergamon Sydney, 1989
http://www.aquarium.psu.edu/ASD.htm

http://ozreef.ora/reference/composition.html
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Anexo 3
CIRCULACION SANGUINEA EN TELEOSTEOS.

El corazon de los peces es una bomba simple, formada por 4 cavidades distintas -
entre si. La sangre venosa que se dirige al corazén es colectada prlmero en eI seno

, venoso esta estructura funcxona como. el _marcapaso : donde se genera el Iatldo;

Ia‘contraccnon de esta estructura es el

cardlaco Posterlormente la’ sangre pasa “al'atrio

uIa El ventriculo es la cavidad de

ventral ;s
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ANASTOMOSIS
INTERARTERIAL

SENO
VENOSO \ ARTERIAS SECUNDARIAS

ENTRAL SERER) 3
i”‘ \\f FRR I I . .
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pxs: 2] [ Y
b) 72 : b s
8 ol lslig] [E| | [|E
< I3 ® =15 |a8| |.{}|S:
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@ | [ F S s £
AT 7 Gt
- |0 .
VENAS ¥
. i ORAZON
VENTRAL PRIMARIAS ECAUDAL

I -

VENAS PRIMARIAS VENAS SECUNDARIAS

‘La.circulacion secundaria se origina a partir de las arterias primarias en diversos

puntos de:la ircu‘lacic'm sistémica  y branqguial, formando vesiculas arter1a|es
enroscadas' L rculac:on secundarla es. un sustema de bajo hematocrlto y ba)a

xmnes entre Ias ctrculacmnes prxmana secundana educen‘ la
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corazones acceso ios, que permlten el retorno " la sangre a través de estos vasos

hacna el corazon branquta

Farrell A (1
Smence Se

ns D! Ed: The Physioloay of Fishes. Marine

Ladd Prosse ironmental” and ‘me abolic “animal - physiology; Comparative -Animal
Physmlogx 4% e 99
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3,5-T2 DIFFERENTIALLY REGULATES THE HEPATIC ORD PATHWAY IN
KILLIFISH . :

Garcia-G C., Jeziorski M C., Orozco A.

Instituto de Neurob;ologla, Umversndad Nacional Auténoma de México. Querétaro, México.
E-mail:-aurcao@servidor.unam.mx

Alt‘ho’ughbxvt‘ is. ‘considered, .to be an inactive product of thyronine (TH) metabolism, 3, 5-T2 has
recently been described as bioactive when tested at high doses (~5x the dose for T3). These results

and .our recent_data showing that killifish liver expresses the two enzymes that catalyze the TH"

ORD pathway led us to compare the effect of the three known bioactive thyronines:in killifish
liver, To this end, we designed a competitive PCR technique to measure D1 and D2 mRNA levels,
which were compared to their enzymatic activity. Fish were treated by immersion (12 or 24 h) with
0.1 uM of T4, T3, or 3,5-T2. In contrast to what has been reported in mammals, no TH exerted a

significant effect on D1 activity. However, all three THs significantly decreased D2 activity’and.

mRNA levels in the following order: T2 > >T3 > T4. Thus, the six-fold decrease in both activity

and D2 mRNA expression observed after 3,5-T2 exposurec suggests a putative regu]atory role«»
exerted by this thyronine on the fine tuning of the hypothalamus-pituitary-thyroid.  axis.

Furthermore, these data are consistent with the high circulating levels of T3 characteristic’of
marine teleosts, suggesting the possible role of this TH as a precursor for a-more bioactive
thyronine. Together, our results suggest that teleost ORD-pathway include the generation of a
biologically active 3,5-T2. [Partially supported by grants CONACYT 34311-N and 37866-N). -
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RING DEIODI

EGULATES THE HEPATIC OUT
TPATHWAY IN KILLIFISH ™~ » e
Carlota Garcua G " Mnchael C, Jeznorskl : Carlos Valverde—R \ ’nd Aurea Orozco .j :

7;5{mODOTHYRONWE(H)

ATING .

Autonoma eMeXICo Camp

,’Delodlnases . have

30 Qro Mex1co

an mactlve'product of thyronlne (TH):

metabolism, “'3,5-T,. - has  recently " been

described as bioactive.’ However, its effects 7
upon deiodinases type 1 and 2 (D1 and D2), ..
the two enzymes that catalyze the TH outer -
ring-deiodinating (ORD) pathway, are not -

yet known,  We compared the effect of 3,5-

T2 to'that of the known bioactive thyronines: ..
Tairand Tz upon deiodinase mRNA levels’
and enzymatic activity in killifish liver, which®
expresses both D1 and D2. Fish:were:
treated by immersion (12 or 24 h) in 0.1. 1M~

Ta, . Ta,or 3,5-Ta In contrast to. what' ha
beenreported in mammals, no TH exerted a

significant effect on D1 enzymatnc actlwty_:-
However, all three" ~THs - S|gn|flcantly.f o
decreased. D2 activity:: and*D1:and "D2+
mRNA levels. The comparative potency of-

3,5-Tzin decreasmg both:D2 activity and D1
and D2 transcnptlon suggests that this

iodothyronine: may “~indeed  play a -’
phystologlcal :rq[e in’ teleost thyroidal .. -

systems R

v'lNTRODUCﬂON

Delodmases are: the major determinants- of

|odothyron|ne availability and disposal. This ‘
~selenoenzymes = selectively:
removes: . iodine . atoms from... . .the .

family - of

iodothyroriine molecule, which results in the
activation:or . inactivation of the- thyrond
hormone  (TH). Two. deiodinases, ' types
(D1) and.2:(D2), serve the: acttvatlng o
outer ring-deiodinative pathway (ORD) ' by

convertmg Ta to Ta. The mactlvatlng inner” "
ring-deiodinating (IRD) pathway is catalyzed :

by the enzyme 5-deiodinase’ type 3 (D3),

which ~converts T4 and- T3 “to:"inactive"

metabolites (reverse trilodothyronine [rT3]
and 2,2' diicdothyronine [T,] .respectively).

< and differentially regulated: by.
- mammals, D1 activity and/or;it
. .up-regulated by hyperthyroidism
regulated by hypothyroud:sm
“:regulatory effects of . TH upon D1 involve

development—specnflc fash:on and are tughtly‘

“These

alterations in transcription, which in human
can: be attributed to the presence of-two
thyroid hormone response elements (TREs)

“in the &' flanking region of the Dio7 gene. In
-contrast, - D2 transcription and/or activity
exhibit the opposite changes in response to

increased or decreased TH levels. These

effects are not clearly understood, and both
" 'pre- and posttranslatlonal mechanisms have

been postulated (for review see Blanco et

’3-a/ 2002),

- "Flsh thyrond physiology is- distinct. among :
vertebrates. - Fish - thyroid gland does :not :

;‘secrete :Ta-under physiological condltlons,
B suggestmg that extra-thyroidal |odothyronme
~dejodination . is _the : main  source:.of this.

hormone (Eales, 1985) Consonantly,‘the

' liver of some fish species co-expresses:the
- two’ 'enzymes' that catalyze the activating

iodothyronine ORD pathway (Orozco et:al.;

...1997; 2000).: Although' these enzymes "are
. ». similar to their mammalian counterparts both
- kinetically - and ' :in i,
k(Orozccret, al;:1997; Valverde et al., 1997;

.molecular. " structure

2002b ), fish hepatlc

m hypothyrond rat  pituitary
1997 2000).. Thus, ‘the high

(Orozco et al’,

‘'specific actlwty of teleost ‘D1 and. D2,

combined with their co-expression - in .a':
large-sized organ, make “fish " liver - an
advantageous ‘model -in - which " to’ study
aspects of the regulation of these ORD
pathway enzymes.
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As in  mammalian species, -substrate
availability has been thought to be a major
regulator of the ORD pathway in fish.
However, current information = strongly
suggests that while fish D2 responds to
thyroidal status:in the same manner as its
mammalian counterpart, fish D1 exhibits a
distinct response.
hyperthyroidism down-regulates hepatic D2
both in the rainbow trout (Finnson et al.,

1999) and in tilapia (Mol et al., 1999) while -
D1 remains unmodified. Furthermore; long-’

term MMi-induced hypothyroidism acutely

increases both hepatic D1 and D2 activities

and their corresponding levels of mRNA in
tilapia (Van der Geyten et al., 2001).

Recent studies indicate that - 3,5-
diiodothyronine (3,5-T»),  an" iodothyronine
generated through the ORD of T3, exhibits a
rapid mitochondrial-mediated effect upon
the oxidative capacity and respiration rate in

mammals (Horst' et al., 1989; O'Reilly and -

Murphy, 1992; Lanni et al.; 1993; Moreno et

al., 1997) and fish (Leary et al., 1996). 3,5-:

T2 has also been implicated in other
thyromimetic effects; for example, 3,5-T2
inhibits TSH secretion and the expression of
TRB2 receptors (Ball et al., -1993) - and

stimulates mRNA synthesis’ of GH: (Moreno )

et al.,, 1998) and D1 activity: (Baur et al.,
1997) Depending . ..on .-
assessed, these effects” Cof

Long-term T3- .. .

-was - rapidly

““homogenized ~ in- 1:10: %
“homogenizing buffer (Hepe

" MATERIAL AND METHODS

- Animals. Male Fundulus heteroclitus
(killifish) - ranging - from. 2 to 6 g were
collected from:the estuarine creeks of the
Matanzas ‘River (St. Augustine FL). The
salinity of the river at the collection site is
very.similar to that of sea water (SW). After
capture, fish were kept in tanks with running
SW piped directly from the ocean at a

“ temperature of around 28-°C. A total of 100

animals were deparasitized . after capture,
fed ad libitum 24 h later (Silver Cup, Nelson
& Sons.Inc.) and maintained at a light:dark
cycle of 14:10. Collection of the tissues for

. the different experiments was performed as.

follows: Fish were decapltated and the liver
removed leer ' :

deiodinase

(SIGMA), 0.25 M sucrose (Sic

frozen in liquid mtrogen and
until assayed. Livers. us
quantification were pooled

Determination
lodothyronines. Individual :livers: ‘used-for
Ta and T3 determination were' homogenlzed
and iodothyronines were: ‘extracted’ using-a
modification of a method described by Pinna
et al. (2002). In bnef ‘livers (average wet
weight; 100 + 7 mg) were nomogemzed in
1:10 (w/v) of a methanol: ammonium (99:1)
solution. The homogenates were centrnfuged
for 10 min at 700°g: " The’ supernatants were

. collected, evaporated iniat speed. vacuum
" and‘suspended in"200 pl of trout serum free
< of: lodothyromnes (Orozco et al.;1992). To
. measure:.the ‘‘recovery": efﬂcnency of the
; ’;method 10.nM of ‘either.iodothyronine was
o ‘added ‘to. “single: “Killifish  livers n = 4).
g Iodothyronrnes were extracted as described,
“and. measured by RIA (see below). The

recovery rates of the liver homogenates
ranged from 70 — 90% for T3 and 50 — 70 %

‘fOl'" Ta.

Rt}
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Experimental Design, To validate
the method of hormonal administration by
immersion, tanks were supplemented with
0.1 uM of either T4 or Tz from a 0.1 mM

stock dissolved in 0.01 N NaOH. Another

tank containing an equivalent concentration

of NaOH served as the control group. Fish
(n=4) were placed  in_._each: tank. .and.
sacrificed at .12 .and.. 24: hoursqpost;:
immersion. Iodothyronlnes were" extracted"

from individual = livers . (see ‘above)® an
hepatic T4 and, Ts. were}measured by:RIA
For the experim g i
into - each.

shut down and: the water- volume::of- each;‘;’. :

tank was'adjusted to 5 litres. The tanks were

supplemented with 0.1 iM of T, T3,:3,5-Tz, "
orxan ‘equivalent concentration of NaOH.
Groups of ten fish per experimental tank: - :
were sacrificed after 12 h of treatment, and~ -
the remaining ten after 24 h. Of each group; "
5 livers were individually prepared  for:-

deiodinase activity determination, and the '
remaining livers were pooled for mMRNA

extraction.

Radioimmunoassay e
lodothyronines. Hepatic content of T, and
Ts was measured by radioimmunoassay
(RIA) as previously described (Orozco etal;
1992). The inter- ~ and .. intra- assay
crzflicients of variation were 8. 9 and:8.39%
and 9.5 and 6.6 % for T4 _and
respectively.. The assay" buffer used
Tris-HCI (0.05 M; pH 8.6)." The incubation
mixture contained a working:-dilution of
corresponding anti- thyronlnerv
standard (standard curve:: T

serum_ A second a
SIGMA)- was_used
bound fractions.” ™

,Delodmat:on Assay Enzyme. actlvmes‘

were measured. in duplicate as" previously

- described (Orozco et al., 2000). In brief, the
: total volume of the reactlon mlxture was 100
“ulFand-contained !

1T, or 11 Ts (sp. act.
1200 and 1174 upCilug, respectively; New

-~ England’ Nuclear), plus a concentration of

the corresponding non-radioactive thyronine
Henning Co.), DTT (Calbiochem), and PTU
SIGMA) as indicated below.  Liver
homogenate was added at a  protein
concentration of around 100 pg, a
concentration that falls within the linear part

Jof. " the 'protein curve ' (optimal . protein
‘concentration). Also, 1 uM of unlabeled Ts

was added to the mixture to minimize the

- “IRD" of the substrates.. The released:acid-
~ - soluble | was isolated by chromatography
Jon 'Dowex 50W-X2 columns  (BioRad).

Specific activity was obtalned as prev1ously

described (Pazos-Moura ‘et al.;:1991) and
‘expressed ~ as. fmol:: (D2) or. pmol: (D1)
lodlde/h/mg protem Assay condmons for-

nique” Hindlll site was inserted by PCR-
mediated site-directed mutagenesis. The
ltered fragments were subcloned (pGEM-T,

‘Promega), cut with Hindlli (NEB), and
~dephosphorylated, and a 44 bp Hindlll
~ fragment from an unrelated cDNA clone was

ligated into the cut plasmid. The resulting
competitor plasmids were purified, and the
cDNA was cut from the vector and its
concentration determined on a
spectrophotometer. Each isolated cDNA

[TTEsIScoN |
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Table 1. Hepatic concentrations of T4 or T3 in klllmsh treated bynmmersnon in 0 ‘1 }lM of the

corresponding iodothyronine.

Experimental
Group

Hepatlc T4 (nM)

. Hepatlc T;, (n V)

Control 12 h
Treated 12 h™
Control 24h i

Treated ‘24

U 7.080 % 0.388‘

11,900 £ 0.594 *=imiome oo

fragment was then diluted in TE buffer to
concentrahons ranging from 1.x.10°% to 1.%
10% molecules/ul. RNA was isolated:frol
pool.. of treated or control livers (TRlzol) and
cDNA was reverse-transcribed (Superscrlpt‘
Invitrogen): from 10 ng RNA using a gene
specific primer. Varying amount
competitor cDNA were added to constant
amounts of liver cDNA in a series of PCRs:

Specific oligonucleotide pairs were desngnedf ey

to ‘amplify .a product of 240 bp' (target) or
284 bp (competitor) from D1:cDNA, and 270
bp (target) or 314 bp (competitor):from D2
cDNA. A high annealing temperature was
used to control for nonspecific amplification

sec at 94°, 40 sec at 65°; 30 sec-at 72°
for 35 cycles). In all cases, .Taq was
combined with Taq antibody - (Piatinum,
invitrogen) to avoid the need for.a hot start.

The PCR products were electrophoresed in

a 3% agarose gel ~(Agarose: 1000,

Invitrogen) and the obtained fragments were. -

analyzed by densitometry ' using
Electrophoresis Documentatlon 5
Analysis System 290 (Kodak)‘; ar

strengths were extrapolated for both: target
and competitor to determine: the ponnt .at

which amplification was |dent|cal ‘for’ both;

the concentration of competitor at th|s point
was used as an estimation 7 of. -the
concentration of . target.

transcription, and thus cannot be used as an

Although this =7 .-
protocol does - not .. control - for . sllght i
differences in the ' efficiency. “of “reverse

‘of target - cDNA
] n, it, accurately reflects relative
nces sin ‘target concentra on mong'
rm‘\eﬁtal groups ’

Statlstlcal -analys:s M hael|s~
Menten constants and delodlnase (D1 ‘and’
D2) activitiy results were analyzed using a
one-way analysis of variance coupled with a

‘Bonferroni's Multiple Comparison :Test

(control vs treatments).
RESULTS

Validation of the Competitive PCR
Method. To determine the accuracy of
competitive PCR, we conducted contro!
experiments in which 1 x 107 molecules ot
purified target D1 or. D2 .cDNA. were
combined in a series of reactions with the
corresponding - competltor cDNA.  in
amounts rangmg from-1.x.10% to 1 x 10°
.molecules: wamount of target cDNA

T iwast then' determmed using densitometry
\,ifollowed by regression analysis. In each -

nstance, ‘the competitive PCR technique.
gave a ‘reasonably accurate measure of

molecules were obtained. The slight
overestimation in the measured values can

. be attributed to more efficient amplification

of the shorter target molecule. To correct
for this difference in amplification, in

the® number of target molecules; values of ~ =
/1.07 x 107 D1 molecules and 1.27 x 107 D2



subsequent expenments the measured Vmax values decreased 50 and 70 (p< 0.05)
number of ‘D1 and ‘D27 target molecules', T percent ‘after 12 and 24 h of T, exposure
was reduced by a correctlon factor of 1.07 -~ respectively -(Table 2).. The decrease. in
o . enzymatic activity was accompanied by an

5 LT st approximately - 2-fold: decrement int D2

o Admm/strat/on of: vlodothyronme ERE mRNA after either 12 or 24 h (Fig 3B). In the
by, Immers:o \To establish the efficacyof = " = “same’ manner, Ta treatment significantly
_.immersion in elevating iodothyronine levels ~.decreased (p<0.05) hepatic D2 activity after
- in liver, hepatic T4 and: Tz content’ was 24 h (Fig. 3A). The apparent hepatic D2 Km

determined “at various’ “time” pomts after';?,’ “i“values for both experimental groups were
treatment’ itht 70,15 pM either ==/ not modified, but a 55 (p< 0.05) and 80 (p<
~iodothyronine: As’ shown in’ Table 1,"T4 . 0.001)percent decrease in Vmax values
content:in:liver. exhibited a significant (p<-. .. were observed at 12 and 24 h after T3
0.05) .1.6-fold “increase after 12 h of exposure, respectively (Table 2). As with T4
treatment by immersion. This increment treatment, the effect of Ts; on D2 mRNA
- was . sustained after 24 h of treatment. levels was more rapid than the effect on D2
Hepatic Ti concentration significantly activity. D2 mRNA was decreased 3-fold
increased (p<0.05) 1.7 fold and 5.7 fold after 12 h of immersion and 8-fold after 24 h
(p< 0.001) after 12 and 24 h of treatment, of treatment (Fig 3B).
respectively. ER 2%
A § X 3 X xnxn%
Effect of lodothyronines on Hepatic D1 250 bp_ p RSNl il vl Y -Competitor

“Target

Activity and mRNA Expression. As
depicted in Fig 2A, T4, T3, and 3,5-T; did not
significantly modify D1 activity after either
12 h or 24 h of treatment. In contrast, D1
mMRNA levels decreased markedly after
exposure to the different iodothyronines. T,
had no effect on D1 mMRNA after 12 h of
treatment, but by 24 h induced a 6-fold
decrease.in transcript levels (Fig 2B).. After
12 h, Ta elicited a 3.4-fold decrease in D1
mRNA, which became a 10-fold.decrease
after 24 h (Fig 2B), whereas 3,5-T, exerted
a 4.4-fold decrement in D1 mRNA after 12 h FIGURE 1. Examples of competitive PCR. The upper

. that was sustained at 24 h. figures show control experiments for (A) D1 and (B)
D2 cDNA. 1 x 10” molecules of target cDNA from a
purified plasmid were combined with the
corresponding competitor in |ncreasmg amounts
ranging from 1 x 10° to 1 x 10° molecules and

—Competitor

Effect of lodothyronines on Hepatic D2 amplme_d by PCR. The control reaction contained no
Activity and mRNA Expression. Both D2 intansitics. of the two bands By Senetomatry and
activity and D2 mRNA levels decreased regression analysis. The extrapolated point at which
after iodothyronine treatment. D2 activity both bands would have equal intensities is an
was moderately decreased after 12.h of T, estimate of the amount of target. The leftmost lanes
treatment, then showed  a. significant . Eontam various molecAuIar weight s.tandards. C)
y N xample of an experiment measuring D2 cDNA
g%O.Osz(irz'l.ee’t-'fOIg rer)i't;;:stlonhz\f/f/ei_jz‘t‘hht(fiﬁ reverse-transcribed from killifish liver after 42 h
. ic ana S ed:tha e treatment with 0.1 pyM 3,5-To. The concentration of
apparent'Km values for hepatic D2 "activity DZ cDNA in this sa‘:nple was estimated to be 1.15 x
were within the same range, whereas the 10° molecules/j.




In contrast to the other iodothyronines, the

“effects “of 3,56-Tz upon D2 activity were

evident after 12 h of treatment. Hepatic D2
activity was significantly decreased (p<0.05)
by 3,5-T, treatment after 12 h of immersion,
a decrease that remained significant after 24
h. As for the other iodothyronines, apparent
Km values were similar and Vmax values
decreased 88 (p< 0.001) and 37% at 12 and
24 h, respectively (Table 2). Concomitantly,

hepatic D2 mRNA was - significantly:

suppressed after 12 h of treatment, and
reached a 7-fold decrease after 24 h (Flg
3B).

DISCUSSION

it is well' established that immersion
of aquatlc vertebrates in water containing.
.dissolved: hydrophoblc hormones, e.g. TH,:
an  efficient, noninvasive, and’
mlnlmally ,stressful means of chronically :

“provides

administering: these hormones (Etkin, 1935
Eales, :1974, - Yamamoto et al, 1966
‘Omeljanluk and Eales, 1985). Indeed in’ the
present: work iwe*-have shown that by ‘thi
means; intra- -hepatic® . T4" and
concentral can ‘be: SIinflcantly
after” 12‘ i :
incremen

between ambient and plasma hormone
levels in the rainbow trout develops more
slowly for T3 than for T4, due in part to a
different effectiveness of hormone uptake by
the gills (Eales and Collicut, 1974;
Omeljaniuk and Eales, 1985). The killifish in
the present study were kept in. SW, thus
hormone uptake occurs mainly through gut
absorption. Indeed, in the present work we
have shown that by this means, intrahepatic
T4 and T3 concentration can raise 50%
higher at 24.h. These findings agree with

studies  in F. - heteroclitus treated by -

immersion with Tz or T4 at doses similar to

those used:in‘the present work and with an
exposure’ “time~of 247 h;: ‘showing“a“dose=~
dependent decrease in ‘251 uptake by thyrond -
i =T

. 'offers ertain’ advantages over standard RT-"

were “administered ™ at similar . dosss, . T5.;
hepatic concentration reached higher levels -
at 24 h:post-immersion. This is consonant
with previous work in which a steady state-

- ,:conSIderably more’
<+ "_conventional RT-PCR. In mammals, ATH are
‘among the most potent physiological

technlques “The:: sensmvnty ~of

_:conventlonal -PCR to ‘subtle vanatnons in
- Cinitial ;
‘betwee

'condmons canresult " in’ vanablllty'_
: therwnse identical reactions; and
differences:“in" product concentratlon are. -
highly dependent upon the phase: during

- which"products are sampled The use of a

o housekeeplng ‘gene - as..an ampllfled .
- standardcan--be" - problematic:~due- :
- differences: between target and standard ln

oth. |nv|t|al‘template concentration: and the
pnmer anneahng o n

template,  which tlghtly
variations in amplification
. As “implemented = here, - the
“not fully quantitative. The
etitor.was ‘added as a cDNA template,

h‘ re.was. no control for differences in
rse --transcrlptlon However,  we were
»ed primarily in measuring changes in

easure the competltlve PCR techmque is -
reliable:. ..i than

regulators of deiodinase . -activity.
Hyperthyroidism increases D1 activity: and
transcription, whereas hypothyroidism
exerts the opposite effects. In- human, the
observed responses to substrate have been
explained by the presence of two TREs in
the &' flanking region of the Dio1 gene
(Bianco et al., 2002). In contrast, the present
results clearly show that T4, Ta, or 3,5-T» do
not vary hepatic D1 activity in the Killifish

-within the first 24 h of treatment. These data

are in consonance with previous work by our
aroup (Orozco et al., 2002a) and others.

.nmental ‘groups, and' asa.relative



Table 2. Comparison of the apparent kinetic constants of killifish hepatic D2 activity.

Experlmental Group

» Vmax
(fmol‘“l/mg/h + SE).

s12h”

24 h

. = Control =

T“f

(*p<0.05: **p<0.01)"

~ (Finnson et al., 1899),
that ' T ‘and" T3 do not; acutely ;
hepatic . D1 activity “in :the i rainb

Furthermore, neither. hypothyrondlsm nor- .
hyperthyroidism alter renal D1° actnvnty inthe

tilapia - Oreochromis - niloticus-"(Mol et: al.,

1999). However, despite the lack. of effects
upon- hepatic = D1:.activity, - the three
hormones decreased D1 mRNA levels after
24 h of treatment. These findings were
surprising “since .they -are contrary to the
regulatory_pattern’ described for mammals.
One feasible interpretation could be that D1
in the killifish 'does not deiodinate the inner
ring of :the. iodothyronine, and thus the

oacess of substrate would result in a down--

regulatory response of its transcnptlon In

support :-of this interpretation is the ..
observation of negligible IRD deiodination of -~

Ta and: T3S by D1 in tilapia renal
microsomes (Sanders et al., 1997). The fact
that this . decrease in D1 transcrlptlon is not
reflected "in- the activity of the enzyme is
intriguing. The longer D1 half-life (St
Germani, - 1988; St. Germain and Croteau,

989) may  account in part_ for this

‘discrepancy:” Nevertheless, 'no effect has
. been:found on hepatic D1 activity.in:Ts- or
2 Ts- ‘treated fish after up to 11:days of

treatment (Finnson et al., 1999; Mol et al.,
1999). Together, these results suggest that_
transcription of the killifish D1 gene: dlsplays
a distinct response to substrat
down-regulated during
hyperthyroidism. This
regulatory pattern has
documented for tilapia Ilver

D1 activity and mRNA were up-regulated,

during: long-term hypothyro:dlsm (Van der
Geyten et al., 2001).

D2 mRNA levels and enzymatic-:
activity were similarly reduced in these.
experiments. In agreement with the well-
described down-regulatory effect of T, and
Ta on D2 in mammalian species (Bianco et
al., 2002), hepatic D2 activity was more
acutely regulated than D1 after immersion in
Ta, T3a, or 3,5-T2, exhibiting a significant
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FIGURE 2. Effect of short term Ta-, Ta-, and 3,5-Tz-induced hyperthyroidism on killifish hepatic D1 ORD (A) activity (n
= 5 + S.E.M) and (B) mRNA expression (poocled livers, n = 5) after 12 or 24 h of exposure. For D1 activity
determinations, assay conditions included 2 nM 1"’SI-rTEX, 200 nM rT3 and 5§ mM DTT. The protein concentration used
was approximately 100 pg/tube. The assays were incubated for 1 h at 37 °C. Results are expressed as pmol
125Ilmg/h. For D1 mRNA quantitation, PCR conditions included ¢DNA reverse transcribed from 10 png of total RNA,
ahis o L1 competitor in concentrations ranging from 1 x 107 io 1 x 0" molecules/pl. Values were determined by

densitometry of PCR fragments electrophoresed in a 3% agarose gel.

Note that mean values were derived from

multiple assays of pooled cDNA. Significance is indicated by *** ( p< 0.001).

decrease after 24 h of immersion. Although
the studies concerning iodothyronine D2
regulation in fish are scarce, they are all
consistent with the present results. A
reduction in hepatic T4 ORD has been
reported after administration of Ta-
supplemented food as well as after fastingin
the rainbow trout (Finnson et al, 1989).
Furthermore, . Ts-induced hyperthyroidism
also significantly lowers hepatic D2 in tilapia
liver, while Ts-induced hyperthyroidism
abolishes it (Mol et al., 1999). It is important
to note that the earlier hyperthyroidism
studies wera performed under longer terms

of treatment (7 and 11 days, respectively),
whereas ' with the administration protocol
used here we observed_an effect: upon, D2 .
activity after 24 h of treatment. = The effects
upon transcription were evident earlier; with
all three iodothyronines inducir rease
in D2 mMRNA levels after:12

1:documented
id 'sta ols: D2 activity - at
both pre-:‘and: posttranslational " levels’ in
mammals‘(Bianco' et al.,;2002). Indeed, the
present results indicate that Ts- and T.-
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FIGURE 3. Effect of short term T4-, T3- and 3,5-T2-induced hyperthyroidism on killifish liver D2 (A) activity (n =5 *
S.E.M) and (B) mRNA expression (pooled Ilvers n = §) at 12 and 24 h post-exposure. For D2 activity determinations,
assay conditions included 1 nM '**l-T4, 25 mM DTT and 1 mM PTU. The protein concentration used was
approximately 100 pg/tube. The assays were incubated for 1 h at 37 °C. Results are expressed as fmol 125I/mg/h
Significance is indicated by * ( p< 0.05) and ** (p< 0.01). For D2 mRNA quantitation, PCR conditions included cDNA
reverse transcribed from 10 py of total RNA, and a D2 competitor in concentrations ranging from 1 x 10%to 1 x 10*
molecules/pl. Significance is indicated by *** ( p< 0.001).

induced regulation of D2 occurs at a pre- hypothyroidism in tilapia liver is
translational level. The experimental accompanied by an increase in D2 activity
evidence that would support this hypothesis and mRNA (Van der Geyten et al., 2001).
is: i) the decrease in hepatic D2 activity from - Furthermore, a role for pre-translational
Ts- and Ta-treated groups was preceded by ‘control of D2 regulation is strengthened by
a decrease in D2 mRNA at 12 h.post-: ' . the observed Ts-induced suppression of D2

immersion, which remained low throughou
the treatment; and ii) the apparent:Vmax
values decreased in the treated.groups,
whereas the substrate afflnlty ‘wa
modified. This fnndmg supports the notion of

“mRNAin: pituitary. tumor- cells,~-which does
< not. affect:the short (2 h) D2 mRNA half life
T(Kim et aI.,”'- '1998).. “ The molecular
mechanlsms‘ that' could : explain -the pre-
i egulatlon by . substrate

a decrease in transcription “and/or’'an " have not be elucndated in mammalian or
increase in protein degradat,[on,m‘respo,nse " teleostean “species: . In~ this “ context, the
to acute administration of iodothyronines..In presence ofa’ negatlve TRE in the human
consonance with % thig ™ seenario, Dio2 5'-flankingregion ‘has beer inferred,
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although it _has' not:yet been identified

(Bianco ‘et al.,"2002). The mammalian Dio2
gene ‘also contains a cAMP responsive site:

(CRE) (Bartha et al., 2000), which has not
been  found in-the teleostean homologs
(Orozco et 'al., 2002b). Thus, available

information: suggests that while the final ..

observed effects of iodothyronines on the
D2 enzyme are similar in mammals and fish,

the -specific' mechanisms of this regulatlon Sl

could differ.

X The most novel aspect of our results; s
resides in'the unexpected potency exhibited

by 3:56-T> on D1 mRNA and D2 activity and
mRNA. . Besides its  well-established
calorigenic mitochondrial actions (Goglia et
al., -1999), 3,5-T; has other. thyromimetic
effects that seem to be related to the type of
regulation exerted:by TH. - Thus, 3,5-T, and
not 3,3-Tz seems to act at the same potency
as T; in those ‘functions down-regulated by
TH;, i.e.; inhibiting TSH secretion (Moreno et
al., 1998) and'the expression of TR[32
receptors (Ball et al.,1997). In contrast, in
the “systems’:'up- regulated by TH, the
potency -of3,5-Tz7is’ up .to 100-fold lower
than that of Ta:: ‘Such is the case of the 3,5-
Tz stimulation . of “GH . mRNA  .synthesis
(Moreno:et al.; ©1998).and D1 activity (Baur
et-al. "1997) and the'increment that 3,5-T;
exerts 'in oxygen consumptlon in.rat

hypothyrord hepatic “cells : (Horst ‘et al.;:

1989). “This® mterpretatlon would " be'in

agreement with the present results in.which™’

D2 activity..and mRNA -are . rapid|
significantly - decreased. Furthermore,‘

comparative potency of 3,5-T; in decreasung}
both D2 activity and D1 and D2 transcription .
suggests that this iodothyronine may |nQeed. o
play a physiological role in teleost thyroidal
systems. Although there has. -been:ino:
demonstration of in vivo conversion of T;, to .
3, 5-T: in teleosts, recent: experlmental,
evidence suggests that this conversion can :
occur in mammalian species (Moreno et al.,"

2002). The effects of 3,5-T, on deiodinase.
regulation could be the consequence of an
interaction of 3,5-T  with.. TH. . nuclear::
receptors (TR). To our knowledge, there is
nn availahle infarmation on 3,5-T; affinity. for =

TR infish. A very low.” bmdnng of T2s .to

“mammalian liver,and heart nuclei (Leeson'et:
‘é/.,"\1998) has’ been' reported,: as.well ‘as’'a
;,,Iow afflnlty for the ~TRpB

Ch ng et ‘als;

i ; |s to “our
knowledge the first' evi ence of a potent and
acute. regulatory effect of .3,5:T», upon
deiodinase’ ¥ transcnptlon “or: enzymatic
activity.: These data: suggest: the* ‘possible
role of: Ts-as* a- precursor::for ‘azmore
bloactlve |odothyron|ne We “propose: that
the: ORD: pathway in teleosts: includes the'.

generatlon of biologically active 3 5-T2
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