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RESUMEN

Esta bien documentado que los sistemas simpatoadrenal (SSA) y tiroideo son los principales reguladores
de la actividad de la desyodasa tipo Il (D-ll} (Acta Med Austriaca 23: 17, 1996). Previamente hemos
mostrado que ademas de la exposicion al frio y el estrés quirirgico, el nervic esplacnico, el
hipotiroidismo, y los glucocorticoides regulan la actividad D-Il del hipotdlamo y de la glandula suprarrenal
(Endocrinology 136: 3346, 1995). Este estudio se disefié con el propésito de analizar si los receptores p-
adrenérgicos participan en la regulacién de la actividad D-1l del eje hipotadlamo - hipdfisis - suprarrenal
(HHS). Dos grupos de ratas macho (Wistar, 250 g), fueron inyectados con una dosis Unica o bien,
repetida de isoproterenol (ISO, agonista B-adrenérgico no selectivo). El primer grupo recibié una dosis
Gnica (1.0 mg / kg peso) de ISQO, y los animales fueron sacrificados 0:30, 1:30 y 3:00 h post-
administracion. Al segundo grupo se le administré la misma cantidad de ISO, pero de manera repetida.
Entre la primera y segunda inyeccién transcurrié 2.0 h y los animales fueron sacrificados 1:30 y 3:00 h
después de la ultima administracion. Los resultados muestran que la administracion Gnica de 1SO: 1) se
acompaiié de un incremento significativo en la actividad D-II hipofisiaria (1:30 h}), 2) no tuvo ningan efecto
sobre la actividad D-il basal hipotalamica y suprarrenal 3), pero evitd el aumento de la actividad D-ll
hipotalamica y suprrrenal secundario a la administracién del VEH. La administracién repetida de 1SO no
tuvo ningun efecto en la actividad desyodativa. En este estudio también analizamos si el hipotiroidismo
influye en la respuesta de la actividad D-[l a la administracién Unica de 1SO. Los resultados muestran: 1)
La tiroidectomia (21 dias) aumenta significativamente |la actividad D-1l del eje HHS y dicho incremento es
revertido a valores basales con el reemplazo de T4. 2) La administracion de 1SO no tuvo ningdn efecto
sobre la actividad D-Il hipotalamica e hipofisiaria, 3) pero aumenté significativamente la actividad D-I!
suprarrenal de los animales hipotiroideos. En los animales TX reemplazados con la dosis menor de T4
(1.3 ng), la administracién de 1SO favoreci6 el descenso de la actividad D-Il hipotalamica, pero aumento
la actividad D-ll hipofisiaria. La terapia substitutiva con T4 (1.3 ¢ 13.0 pg / 8 dias) retomd a niveles
basales la elevada actividad D-I! suprarrenal, provocada por la administracién de! agonista beta. Estos
resultados sugieren que los efectos organo especificos de! 1SO sobre la actividad D-ll, dependen del
estado funcional tiroideo y probablemente estan mediados por mecanismos p-adrenérgicos. En este
trabajo también analizamos la influencia que los glucocorticoides ejercen scbre la respuesta de la
actividad D-1l a la administracién de 1SO. Nuestros resultados muestran que ni la ADX, ni el reemplazo
con CORT, modifican la actividad D-II hipotalamica e hipofistaria, ni su respuesta a la administracion de
1SO. La administracién de aminoglutetimida (anti-esteroidogénico) inhibe parcialmente la respuesta de la
actividad D-ll suprarrenal a la exposicion al frio, sugiriendo la participacion de la sintesis de
corticosterona en la regulacién de esta enzima. Nuestros resultados nos permiten sugerir que la actividad
D-1l del eje HHS, se encuentra regulada por una compleja red de sefiales neuroendocrinas entre las que

destaca las hormonas tircideas y los mecanismos B-adrenérgicos.



ABSTRACT

It has been well documented that the sympathoadrenal and thyroid systems are the main regulators of
the type Il deiodinase activity (D-li}. However, the mechanisms for this regulation are still unknown (Acta
Med Austriaca 23: 17, 1996). Previously, we have shown that varipus factors such as surgical stress,
acute exposure to cold, hypothyroidism, glucocorticoids and the splanchnic nerve are involved in
regulating D-1l activity in the hypothalamus and adrenal gland (Endocrinclogy 136: 3346, 1995). The work
presented here was designed to address the guestion whether B-adrenergic receptors also participate in
the regulation of D-lII activity in the hypothalamus pituitary adrenal axis (HPA). Two groups of male rats
(Wistar, 250 g), were injected with either a single or a double dose of isoprotereno] (1SO, a non-selective
B-adrenergic agonist). The first group of animals received a single dose of ISO (1.0 mg / kg body weight),
and were then sacrificed at 0:30, 1:30 and 3:00 h pest-injection. The second group was injected twice
with the same concentration of ISO. The interval between the first and second injection was 2 h, and the
animals were sacrificed at 1:30 and 3:00 h after the second injection. Our results show that a single dose
of ISO was accompanied by a significant increase in pituitary D-ll activity (1:30 min), but there was no
effect in either hypothalamus or adrenal gland D-Il activity. In contrast, a double injection of 1ISO was
ineffective in stimulating pituitary D-1I activity. Subsequently, we investigated whether hypothyroidism was
able to influence D-I} activity in response to ISO stimulation. Our results show that thyroidectomy (21
days) increased D-Il activity in HPA axes, and this enhanced was reverted to basal values with T4
replacement. A single injection of ISO significantly increased adrenal gland D-1l activity in hypothyroid
rats, and T4-replacement therapy was able to bring the high adrenal gland D-ll activity back to basal
levels. 1SO administration had no effect on either hypothalamus or pituitary D-ll activities of
thyroidectomized rats, but lower dose of T4 replacement (1.3 ug) increased pituitary D-1l activity and
favoured the decline of hypothalamus D-1l activity. These results suggest that specific-organ effects of
ISO on HPA axis D-I1 activity, are thyroid status dependent and probably are mediated by p-adrenergic
mechanisms. In further experiments we analysed the influence of glucocorticoids on the 1SO-stimulated
D-Il activity. Our results show that adrenalectomy did not have any effect on either hypothalamus or
pituitary D-ll activity. On the other hand, administration of aminoglutetimide (a steroidogenesis inhibitor),
partially blunts the acute cold evoked increase in adrenal gland D-I! activity response. Therefore we can
conclude that corticosterone synthesis is necessary in pfeserving the physiological response of adrenal
gland D-Il activity. In summary, we can suggest that the D-ll activity in the HPA axis is regulated by a
complex network of neuroendocrine signals. In conjunction with thyroid hormones the B-adrenergic

receptors seem to play an important role in this regulation.



I.- INTRODUCCION

El sistema simpato adrenal (SSA) en asociacion con los ejes hipotatamo hipodfisis tiroides
(HHT) y suprarrenal (HHS) regulan un amplio espectro de procesos bioldgicos (revision:
Huether, 1996; Aceves, 1997). La funcién de cada uno de estos sistemas esta sujeta a un
estricto mecanismo de regulacién en el cual intervienen una compleja cascada de sefiales
enddcrinas y nerviosas. Dentro de este contexto se ha documentado la participaciéon de las
hormonas tiroideas (HT) como parte integral de la respuesta de estrés o de adaptacion
metabdlica, y se ha propuesto que a diferencia de las catecolaminas y de los glucocorticoides,
las HT controlan el balance energético del organismo ante una demanda sostenida (Silva,
1995). La mayoria de los efectos bioldgicos de las HT estan mediados por la interaccion de la
triyodotironina ¢ T3 con sus receptores nucleares, los cuales a su vez regulan la expresion de
genes especificos (Oppenheimer et al, 1994, 1995; Muioz y Bernal, 1997). Es por esta razon
gue la desyodacién periférica de tiroxina 6 T4 hacia la formacién de T3 activa, o de su isdmero
inactivo, la T3 reversa (rT3), representa un mecanismo fisiolégico de gran importancia para
regular la activacion de los receptores nucleares. Este mecanismo esta mediado por un sistema
intracelular de enzimas membranales a las que genéricamente se les denomina desyodasas. La
produccion de T3 a partir de T4 es regulada por las desyodasas tipo | (D-1) y tipo il (D-1).
Ambas enzimas operan mediante la remocién del atomo de yodo localizado en la posicién 5'del
anillo externo (fenilo) de la molécula de T4 (revisidon: Larsen y Berry, 1995; Kohrle, 1996). Sin
embargo las diferencias fisiologicas entre una y otra enzima radican en que la actividad D-|
hepatica y renal produce el 80 % de la T3 circulante, mientras que la actividad D-il sélo genera
una cantidad suficiente de T3 para saturar los receptores nucleares del propio érgano o tejido
que la produjo (Silva et al, 1978; Bianco y Silva, 1987, Larsen, 1989). Por esta razdn se
considera que los tejidos que poseen una abundante actividad D-1 como el higado, el rifion y fa
glandula tircides representan una fuente importante de T3 para exportacion; mientras que los
tejidos con actividad D-Il, como el sistema nervioso central (SNC), son hasta cierto punto
independientes para generar su propia T3 local para autoconsumo (revision: Leonard y Safran,
1994 Larsen y Berry, 1995; Kohrle, 1996). Entre los factores mas importantes que se conoce
regulan la actividad D-1l se encuentran el estado funcional tiroideo y el tono simpatico. Tanto en
situaciones <':I‘e hipo- e hipertiroidismo, asi como en situaciones fisiologicas que modifican la
actividad simpatica (exposicion al frio, ritmos enddgenos, respuesta de estrés, etc), la actividad
D-Il cambia significativamente (revision: Larsen y Berry, 1995). Especificamente en nuestro

laboratorio hemos encontrado que la actividad D-ll presente en el eje HHS, aumenta durante la




exposicion aguda al frio, y tenemos evidencias que indican que dicha enzima se encuentra
finamente regulada por el estado tiroideo, la innervacion simpatica y los glucocorticoides
(Anguiano et al, 1991; 1995). Asi, el proposito de este trabajo fue analizar los efectos de las HT
y de los glucocorticoides sobre la actividad D-ll del eje HHS, en respuesta a la estimulacién $-

adrenérgica.

Como parte del marco conceptual, en la primera parte de esta tesis revisaré los
principales mecanismos de regulacion, mediante los cuales tanto los componentes centrales
(tallo cerebral - hipotalamo) como los periféricos (médula suprarrenal) del SSA, influyen sobre la
actividad de los ejes HHT e HHS, y viceversa; como las HT y los glucocorticoides producto de la
activacién de estos ejes modifican la funcién tiroidea y/o la respuesta adrenérgica. En una
siguiente seccion revisaré algunas generalidades de la funcion tiroidea y en particular analizarée
Ja influencia que tienen las HT y los glucocorticoides sobre el proceso de desyodacion
periférica. Después plantearé el problema y los objetivos del trabajo, para posteriormente

describir y discutir los resultados.



II.- ANTECEDENTES

2.1.- INFLUENCIA DEL SSA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LOS EJES HHT E HHS

Las principales vias noradrenérgicas y adrenérgicas que llegan al cerebro provienen de
" los cuerpos neuronales localizados en el locus ceruleus, y de otros grupos localizados en la
region ventrolateral y dorsomedial del tallo cerebral (Holets, 1990). Las terminales simpaticas de
estos nlcleos establecen sinapsis discretas con diferentes regiones del SNC, y llegan al
hipotalamo principaimente a través del grupo tegmental lateral (A1 C1, A2 C2) y en menor
cantidad provenientes del locus ceruleus (A6). Estas fibras se encuentran abundantemente
distribuidas en los nucleos paraventriculares- (PVN), arcuato, dorso y ventromedial; y en menor
densidad en los nucleos supraéptico, preéptico, periventricular y en {a eminencia media (Sawyer
y Clifton, 1980).

2.1.1.- Control Adrenérgico de la Actividad Hipotalamica.

Los nlcleos PVN localizados en la region dorsal del hipotalamo contienen por lo menos
3 diferentes tipos de neuronas, capaces de sintetizar y secretar diversos péptidos (revisién:

Koizumi et al, 1988; Kupfermann, 1991).

1. El primer grupo esta constituido por neuronas cuyos axones se proyectan hacia la hipdfisis
posterior (tracto supradptico-paraventricular), y en cuyos somas se sintetizan las hormonas

vasopresina y oxitocina.

2. Un segundo grupo estd conformado por neuronas cuyas proyecciones descendentes

establecen contacto sinaptico con neuronas del tallo cerebral y de la medula espinal.

3. Finalmente existe un tercer grupo localizado en la regién parvicelular y periventricular de los
nucleos PVN. La naturaleza de estas neuronas es heterogénea y en ellas se lleva a cabo la
sintesis de la hormona liberadora de tirotropina (TRH, del inglés thyrotropin releasing
hormone) y de la hormona liberadora de corticotropina (CRH, del inglés corticotropin
releasing hormone). Las terminales sindpticas de estas neuronas se proyectan hacia la zona
neurohemal de la eminencia media, y en consecuencia estas hormonas son transportadas a

la hipéfisis anterior a través del sistema vascular porta-hipofisiario.



En numerosos estudios se ha establecido la existencia de una interaccion directa entre
la actividad del SSA y la actividad secretora de estos nicleos. Se ha demostrado la presencia
de terminales noradrenérgicas sobre las células secretoras de TRH y CRH (Shioda et al, 1986;
Liposits et al, 1986), asi como la presencia de diferentes subtipos de receptores adrenérgicos
al, a2, 1y B2 (Leibowitz et al, 1982). Particularmente en esta seccion revisaré la influencia del

SSA, sobre la regulacién neuroendocrina de los ejes HHT e HHS.

« TRH

Este péptido se encuentra ampliamente distribuido en diferentes regiones de! SNC y en
el hipotalamo se ha demostrado su presencia en diferentes nucleos (O'Leary y O’Connor,
1995). Sin embargo es el TRH sintetizado en las neuronas de los nucleos PVN, el que
exclusivamente esta involucrado en la regulacion de la funcion tiroidea (Segerson et al, 1987;
Dyess et al, 1988). Estudios in vivo muestran que la administracion central de noradrenalina
(NA)} o adrenalina {A) facilita la liberacion de TRH y consecuentemente 1a secrecion hipofisiaria
de la hormona estimulante de tiroides (TSH, del inglés thyroid stimulating hormone). Estos
resultados fueron reproducidos con la administracion de fenilefrina (agonista «) y clonidina
{agonista «2) y se sugirio que a nivel central la secrecién de TRH se encuentra bajo un control
positivo a2-adrenérgico. Por el contrario, la administracion de yohimbina (antagonistas «2) no
solo redujo los niveles basales de TSH, sino evitd la respuesta inducida por la exposicion al frio
{Krulich, 1982). Por otra parte, estudios in vitro mostraron que son los receptores a1 y no los o2
los involucrados en estimular la secrecion de TRH directamente en la eminencia media
(Arancibia-Tapia et al, 1985). Estos resultados fueron confirmados con el uso de antagonistas
selectivos y se encontro que el efecto estimulante de la NA fue bloqueado con la administracion
de prazosina (antagonista ol). Estos resultados son consistentes con la presencia de
receptores post-sinapticos a1 en las terminales nerviosas de la eminencia media (Leibowitz et

al, 1982). En la Fig. 1 se representa como la NA estimula la secrecion de TRH a través de los

receptores a1y o 2-adrenérgicos.



« CRH

Existen evidencias de que a nivel central las catecolaminas facilitan la secrecién de
CRH y consecuentemente estimulan la actividad del eje HHS. Se ha reportado que la
administracion ventricular de NA estimula la secrecién de CRH a la circulacién porta-hipofisiaria,
aumentando consecuentemente los niveles circulantes de adrenocorticotropina (ACTH, del
inglés aderocorticotropin hormone) y de glucocorticoides. Estudios cinéticos muestran que
efectivamente existe una correlacion positiva entre la velocidad de recambio de NA y la
activacion del eje HHS, y se ha encontrado que la accion estimulante de NA esta mediada por
fa activacién de los receptores o1-adrenérgicos. En contraste, la destruccion de las aferencias
catecolaminérgicas; o bien, la administracién central de antagonistas a1 atendan la respuesta
del eje (Kiss y Aguilera, 1992). Por otra parte, se ha reportado que dosis altas de NA ejercen un
control ténico inhibidor sobre la secrecién basal de CRH, probablemente mediado por los
receptores o 2-adrenérgicos. Todos estos hallazgos sugieren que existe una via adreneérgica
central reguladora, la cual dependiendo del tipo de receptor estimula o inhibe la liberacion de
CRH (ver: Fig. 1) (revisién: Plotsky et al, 1989)

2.1.2.- Control Adrenérgico de la Funcion Hipofisiaria.

Existen estudios que apoyan la hipdtesis de que a través de un mecanismo directo (no
mediado por TRH o CRH), las catecolaminas participan en el control de la secrecion hipofisiaria
de TSH y ACTH. Existen cuatro posibles rutas a través de los cuales el SSA influye sobre la
funcién 'tr_()fica_ hipofisiaria: 1) activaciéon del sistema SSA y secrecidon sistémica de
catecolaminas (Axelrod y Reisine, 1984), 2) secrecion de catecolaminas de origen hipotalamico
al sistema porta - hipofisiario (Plotsky et al, 1989), 3) innervacion simpatica de la glandula y 4)
conexion vascular de la adenochipdfisis con los Idbulos intermedio y posterior a través del

sistema porta, los cuales si reciben innervacién simpatica directa (Page, 1983).

« TSH

Estudios in vivo muestran que la actividad noradrenérgica central estimula la secrecion
hipofisiaria de TSH (revisidén: Fregly, 1989). Estos hallazgos fueron confirmados en cultivo
primario de células hipofisiarias eutiroideas e hipotiroideas, observandose que el estimulo

adrenérgico esta mediado por los receptores ol (Dieguez et. al, 1985). Estos héllazgos




concuerdan con el hecho de que en la circulacién portal se encuentran concentraciones
elevadas de A (Johnston et al, 1983). En células hipofisiarias la adicion de TRH y NA produce
un efecto aditivo sobre la secrecion de TSH, lo cual sugiere que estos secretagogos actuan por

medio de mecanismos diferentes (ver Fig. 1) (Dieguez et al, 1984).

Tallo Cerebral

(Grupo tegmental (ateral y
Locus ceruleus)

Nicleo
Paraventricular

Eminencia (+)
Media

Sistema
Portahipofisiario

Hipdfisis J Tirotropo Corticotropo
P A m— A

I

Receptores A sy | W CiH
Afo-t EEM Ao B gotg (B } - ™

FIGURA 1. Esquema de la Influencia Adrenérgica Sobre la Unidad Hipotalamo-Hipofisiaria. En los
nacleos PVN se lleva a cabo la sintesis y secrecién de TRH y de CRH. Esta zona recibe de manera
importante aferencias simpaticas noradrenergicas (NA) y adrenérgicas (A), provenientes del grupo
tegmental lateral y del locus ceruleus. La NA actia por medio de los receptores ol y a2-adrenérgicos
para estimular la secrecion de TRH. La secrecién hipotalamica de CRH es regulada positivamente (+) por
los receptores a1 y negativamente (-) por los o2. En la hipdfisis la activacion de los receptores o1
estimula la secrecion de TSH y ACTH. Los receptores P2, sdlo tienen efectos estimulantes sobre 1a
secrecion de ACTH. (+) estimulacion, (-} inhibicién. (Figura: Anguiano B, 1999).
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+ ACTH

Existen controversias respecto al papel que juegan las catecolaminas circulantes sobre
la secrecion hipofisiaria de ACTH. En la mayoria de las especies se ha demostrado la presencia
de receptores 3 adrenérgicos en los corticotropos, y se ha mostrado que los receptores del
subtipo B2 estimulan la secrecién de ACTH (Mezey et al, 1983), por medio de un mecanismo
independiente de CRH (Mezey et al, 1984). Por otra parte, se ha mostrado la presencia de
receptores a en cultivo de células hipofisiarias; y se ha encontrado que la estimulacién o1

tambien regula la secrecién de ACTH (ver Fig.1) (revision: Plotsky et al, 1989)
2.1.3.-Control Adrenérgico de la Glandula Tiroides.

Durante algun tiempo se asumié que la funcién principal de la innervacién de la glanduia
tiroides era ejercer un control vasomotor sobre la musculatura lisa de los vasos sanguineos, sin
embargo, actualmente se reconoce que el sistema nervioso simpatico influye de manera directa

sobre la secrecién de HT (revisién: Cardinali y Romeo, 1990).
e Aspectos Anatomicos.

La glandula tiroides de rata contiene fibras simpaticas NA provenientes del ganglio
cervical superior y de i0s nervios carotideos (Romeo et al, 1986; Grunditz et al, 1988). Estudios
de microscopia electrénica muestran que existe una estrecha relacion entre las terminales

sindpticas y la membrana basal de los foliculos tiroideos (Melander et al, 1974).

+ Aspectos Funcionales.

La innervacion simpatica de los foliculos tiroideos ejerce un control tdnico sobre la
secrecion de HT, sin embargo existen controversias respecto al efecto producido. Algunos
estudios sugieren que las catecolaminas estimulan la secrecién de HT cuando los niveles de
TSH son bajog y la inhiben cuando los valores de TSH son “normales” o elevados. En animales
con niveles "normales” de TSH, la estimulacion de los receptores a1, disminuye la sensibilidad
de los foliculos tiroideos a TSH (Muraki et al, 1982). En contraste, los receptores 3 ejercen un
efecto positivo sobre la secreciéon de HT. Los efectos de la terbutalina (agonista p2) fueron

semejantes a los del isoproterenol {agonista 3 no selectivo), mientras que los agonistas B1 no
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tuvieron efectos. Estos resultados sugieren que cuando menos en la glandula tiroides de ratén,
el control de la secrecion de HT esta mediado por los receptores a1 y 32 adrenérgicos (ver: Fig.

2) (revisién: Cardinaliy Romeo, 1990).

Catida  TSH
/

GCS :;I ,”i

:

Ny

.

GCM

GCI

@)

Alfa-1 [ T4, T3
Beta-2 <

Receptores

.

FIGURA 2. Esquema de la Influencia Adrenérgica Sobre la Funcién Tiroidea. La
innervacion noradrenérgica de la glandula tiroides se origina en los ganglios cervicales medio
(GCM) e inferior (GCI), y llega a los foliculos tiroideos a traves del ganglio cervical superior
(GCS) y de los nervios carotideos. Los receptores B2 estimulan la secrecién de HT, mientras
que los receptores a1 1a inhiben. (Figura: Anguiano B, 1999).




2.1.4.- Control Adrenérgico de la Glandula Suprarrenal.

No obstante que la gran mayoria de fibras nerviosas que llegan a la glandula suprarrenal
son de naturaleza colinérgica (88.6 %), se ha demostrado que el sistema nervioso adrenérgico
a través de las fibras postganglionares; o bien de las células cromafines, ejerce un control
funcional sobre la actividad de las celulas adrenocorticales y consecuentemente sobre la
secrecion de esteroides adrenales (revisidn: Kesse et al, 1988; Nussdorfer, 1996; Ehrhart-
Bornstein et al, 1998).

+ Aspectos Anatomicos.

La glandula suprarrenal de mamiferos se encuentra inervada por fibras nerviosas
adrenérgicas (Kesse et al, 1988). Estas fibras provienen de neuronas localizadas fuera de la
glandula y llegan a las células del parénguima de la zona glomerulosa en paralelo con el nervio
esplacnico, o bien a través de la innervacidn de los vasos sanguineos (revision: Vinson et al,
1994). Aproximadamente las fibras postganglionares constituyen el 11.4 % de la innervacion
total de la glandula. E! 8.7 % de estas fibras se originan en los ganglios paravertebrales
toraxicos T5-T12, mientras que ei 2.7 % restante provienen del ganglio suprarrenal (Kesse et al,
1988: Strack et al, 1989; Ehrhart-Bornstein et al, 1998). Por cotra parte, se han detectado
“islotes” de células cromafines embebidos dentro del tejido cortical de rata (zonas glomerulosa,
fasciculada y reticular), y se ha sugerido que las catecolaminas liberadas por la estimulacion
adrenérgica ejercen un control paracrino sobre la funcién de las céluias adrenccorticales

{Bornstein et al, 1994).
+ Aspectos Funcionales.

La innervacion simpatica a través de receptores o y B-adrenérgicos controla la secrecion
basal de los principales esteroides adrenales. La administracion de NA a través de los
receptores beta provoca un aumento en la secrecion de aldosterona en las células de la zona
glomerulosa (Pratt et al, 1985), de glucocorticoides en células de la zona fasciculada (Shima et
al, 1984) y de androstendiona en células de la zona reticular (Ehrhart-Bornstein et at, 1994). En
contraste, se ha documentado que los receptores « inhiben la secrecion de aldosterona y la

produccion de adenosin monofosfato o AMP ciclico (de! inglés adenosin monophosphate) en las




células de la glomerulosa (Pratt et al, 1985). Estos hallazgos sugieren que los receptores a. y

adrenérgicos juegan papeles opuestos en la regulacion de la funcion adrenal (ver: Fig. 3).

Ganglios Simpatico
Paravertebrales

T2
I3
a4 | Ganglio
—] o Suprarrenal
~ N ACh x

W" ; - '-'—-'*--‘;-';':---::—f'--vm‘"z"-" A p%%Q&

Nervio Esplacnico /fA&~=

Neuronas Simpatico Preganglionares
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FIGURA 3. Esquema de la Influencia Adrenérgica Sobre la Esteroidogénesis Suprarrenal.
Se ha documentado la presencia de fibras simpaticas en [as células de la zona glomeruiosa,
fasciculada y reticular de la corteza suprarrenal, las cuales llegan directamente a las células de!
parénquima o bien a través del nervio esplacnico. Obsérvese como los receptores p3-
adrenérgicos estimulan la secrecion de aldosterona, de glucocorticoides y de androstendiona.
En contraste, los receptores a2 inhiben la secrecién de aldosterona. (Figura: Anguiano B,
1999). Las fibras preganglionares estan representadas en color azul, y las fibras
postganglionares en color rojo.
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2.2.-. INTERACCION HT-GLUCOCORTICOIDES CON EL SISTEMA SSA

Entre el amplio espectro de efectos bioldgicos que las HT, los giucocorticoides y las
catecolaminas ejercen en el organismo, destaca su participacién en el metabolismo celular y en
el control del balance energético (ver: Apéndice 1). Ademas de las funciones anteriormente
mencionadas, estas hormonas participan en la regulacion de varios sistemas neuroendocrinos.
En esta seccion revisaré como las HT y los glucocorticoides interactian de manera compleja y

algunas veces opuesta sobre la funcién del SSA.
2.2.1.- Influencia de las HT Sobre la Actividad y Respuesta del SSA.

Estudios clasicos muestran que las HT y el SSA funcionan de manera coordinada para
mantener la homeostasis. En situaciones de balance energético positivo (crecimiento y
desarrollo, la exposicidon al frio, la sobrealimentacién, étc), o negativo (gestacion, lactancia,
ayuno), ambos sistemas interactian reciprocamente estimulando o bien inhibiendo la actividad
del otro (Silva, 1996 *®). Sin embargo este tipo de interacciones sinergistas no son siempre del
todo paralelas o sincronizadas, y cuando ocurre una perturbacion en la funcion tiroidea, la
actividad del SSA se modifica en un intento de compensar los cambios asociados al exceso o

déficit de hormonas.
+ Hiper- e Hipotircidismo.

El~hipertiroidismo es un sindrome perfectamente bien caracterizado (ver: Tabia 1)
provocado por un exceso en la secrecion de HT. Algunos de los signos y sintomas de este
cuadro clinico son semejantes o corresponden a los que presenta un individuo con
hiperactividad adrenérgica (feocromocitoma). Estudios de laboratorio muestran que
efectivamente la administracion exégena de catecolaminas a ratas eutiroideas (funcion tiroidea
normal) provoca la instalacion del sindrome, y que dichos efectos son atenuados con la
administracién de antagonistas B-adrenérgicos (revision: Gerald, 1990; Klein, 1990). Por esta
razon, la clinica humana se ha apoyado en el uso de estos agentes para revertir los efectos
fisiologicos de! hipertiroidismo, siendo el propanoiol el beta blogueador mas ampliamente
utilizado. Aunque a corto plazo estos tratamientos resultan exitosos, nunca se ha logrado
revertir a valores basales las altas concentraciones circulantes de HT (revisién: Gefner y

Hershman, 1992). Posteriormente con el uso de técnicas de laboratorioc mas sensibles, se

15



encontré que paradojicamente los pacientes hipertiroideos presentan niveles “normales” ©
incluso menores en las concentraciones plasmaticas de NA, asi como en los metabolitos
excretados en la orina. De igual forma se encontré que los pacientes hipotiroideos presentan
altos niveles circulantes de catecolaminas, los cuales no corresponden con las caracteristicas
fenotipicas de este estado (Tabla 1). Estas controversias condujeron a investigar los
mecanismos a través de l0s cuales el estado tiroideo modifica la actividad y respuesta del SSA,

encontrandose que las HT modulan la respuesta celular B-adrenérgica y el tono simpatico.

TABLA 1. MODIFICACIONES CARDIOVASCULARES, METABOLICAS Y NEURALES ASOCIADOS A

LA DISFUNCION TIROIDEA.

EFECTOS

Cardiovasculares

Metabodlicos

Neurales

HIPERTIROIDISMO

t Frecuencia cardiaca

T Fuerza contraccién del miocardio
T Presion sanguinea

T Volumen sanguineo

1 Resistencia vascular

T Consumo de oxigeno

T Glucogendlisis hepatica (hiperglucemia)

T Lipdlisis (glicerol, acidos grasos)

d Colestero!

T Lipogénesis (enzima malica, glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa.

T Catabolismo proteinas

T Balance (-} de Nitrogeno y Calcio

T Velocidad conduccién nerviosa
Fatiga, temblor, insomnio,

nerviosismo

HIPOTIRQIDISMO

4 Ritmo cardiaco
L Fuerza contraccién
! Presion sanguinea
1 Flujo sanguineo

T Resistencia vascular

I Consumo de oxigeno

4 Lipasa hepatica

T Colesterol

T Lipoproteinas

1 Conduccién nerviosa
Bradipsiquia

Torpor y sormnolencia

El exceso de HT esta asociado a un estado catabolico, en donde la ganancia de peso esta disminuida y
el gasto energético elevado. Los signos y sintomas de! hipertiroidismo son semejantes a los observados

durante los estados de hiperactividad adrenérgica elevada.

T incremento, { disminucion.
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» Regulaciéon de la Respuesta Adrenérgica.

Las HT modifican la respuesta o sensibilidad a catecolaminas regulando la densidad y/o
expresién érgano - especifica de los receptores adrenérgicos (revisién: Malbon et al, 1988; Silva
1996%"), Se ha documentado que a través de un aumento en los niveles intracelulares de AMP
ciclico, 1a administracién de T3 potencia muchas de las respuestas metabdlicas (lipolisis,
glucogendlisis) y cardiovasculares (taquicardia) mediadas por la activacion de los receptores
beta. En efecto, en una gran variedad de tejidos las HT aumentan el nimero de receptores § vy
disminuyen el nUmero de receptores a-adrenérgicos (revision: Bilezikian y Loeb, 1983). Asi, por
ejemplo, la administracién de HT aumenta la densidad de receptores p-adrenérgicos en el
corazon, en el pulmén (Sacarpace y Abrass, 1981), en el tejido adiposo café (Rothwell et al,
1985), y en el SNC (Atterwill et al, 1984), pero los disminuye en el higado (Maibon, 1980). En
contraste, el hipbtiroidismo reduce el numero de receptores beta en practicamente todos los
tejidos, excepto en el higado. En este ditimo dérgano el hipotiroidismo aumenta el nimero de
receptores {3-adrenérgicos y potencia muchas de las respuestas metabodlicas asociadas al déficit
de HT (Fain, 1981). Algunos de estos hallazgos han sido corroborados con técnicas de biologia
molecular y se ha demostrado que efectivamente la tiroidectomia disminuye la cantidad de
acido ribonucléico mensajero (RNAm, del inglés ribonucleic acid messenger) que codifica para
los subtipos B1y 32 en corazén y pulmén, mientras que aumenta el RNAmM que codifica para e!
subtipo B2 hepatico y para el o1 de corazén (Lazar-Wesley et al, 1991). Existen tejidos como la
grasa blanca en donde las HT potencian la respuesta lipolitica a NA mediada por los receptores
B-adrengrgicos (Arner, 1992). Sin embargo, existen evidencias de que las HT influyen en el
estado funcional del receptor, pero no en su afinidad o abundancia. En efecto, los cambios que
ocurren en el numero de receptores  son modestos, por lo que se ha propuesto la participacion
de mecanismos adicionales que explican a través de que vias las HT aumentan los niveles de
AMP ciclico, regulando asi la respuesta adrenérgica. Existen evidencias de que las HT limitan la
velocidad de degradacion del AMP ciclico, ya que aumentan directamente la actividad de la
enzima adenilato-ciclasa, modulan la concentracién y expresion de la proteina G estimuladora
(Gs), v reg'ljlan de manera negativa la actividad de las fosfodiesterasas. Ademas se ha
propuesto que un aumento en las concentraciones de Ca™, podria estar asociado al aumento

de AMP ciclico secundario a la administracion de HT (revision: Silva, 1996%°).




» Regulacién del Tono Simpatico.

En la seccién anterior revisamos como algunas de las respuestas B adrenérgicas
importantes para la homeostasis se encuentran deprimidas en el hipotiroidismo y exacerbadas
durante le hipertiroidismo. Estudios realizados a mediano y largo plazo muestran que a nivel
central existe un control de la actividad de NA sobre el fono simpatico, en respuesta a una
alteracion del estado tiroideo. Estudios realizados en los nlcleos PVN del hipotalamo, muestran
que tanto el hipotiroidismo primario como el secundario provocan un aumento en los niveles
intracelulares de NA, asi como un incremento en su velocidad de recambio. En contraste, el
tratamiento croénico con T3 o T4 redujo la velocidad de utilizacion de NA, asi como su
concentracidn en estos nicieos (Andersson y Eneroth, 19852°). Como parte de una alteracién
en el tono simpatico central, el hipotiroidismo aumenta la velocidad de sintesis de NA en
organos efectores como son el corazén y el tejido adiposo café, y esto explica porque el déficit
de HT se acompafia de un aumento sistémico en los niveles circulantes de NA. En otras
palabras, la evidencia experimental disponible permite concluir que durante el hipotiroidismo |a
sensibilidad de los ¢rganos efectores a catecolaminas esta diminuida, por lo que la elevacion en
el tono simpatico compensa esta insuficiencia. En contraste, las HT aumentan de manera

6rgano- especifica la respuesta B adrenérgica e inhiben el tono simpatico

Por otra parte, existen indicios de que el estado tiroideo no modifica la actividad
adrenergica de la médula suprarrenal, pues no se han encontrado cambios significativos en los
niveles circulantes de A (Coulombe et al, 1976). Estos resultados concuerdan con el hecho de
que los pacientes con hipopituitarismo (hipotiroidismo secundario) presentan niveles elevados
de NA, mientras que los de A no se modifican (Klioua et al, 1987). Sin embargo, estudios
recientes muestran que en la médula suprarrenal, la administracion de HT aumenta la actividad
de la enzima clave en la sintesis de catecolaminas, la tiroxina hidroxilasa (Claustre et al, 1996).
Aun falta por definir el papel que juegan las HT sobre la actividad funcional de la meéedula

suprarrenal.




2.2.2.- Influencia de los Glucocorticoides sobre la Actividad y Respuesta del SSA

Diversas lineas de investigacion han mostrado que los esteroides adrenales (mineralo-
fglucocorticoides y androgenos) constituyen otra familia de hormonas con efectos bien
conocidos sobre la funcidn del SSA. Se ha propuesto que e! papel fisiologico que juegan los
glucocorticoides durante la respuesta de estrés, es inhibir parcial o totalmente la actividad del
SSA, en un intento de proteger al organismo de las reacciones propias de la respuesta de
estrés (revision: Johnson et al, 1992; Chrousos y Gold, 1992; Munk y Naray, 1994; McEwen et
al, 1997). En este contexto, revisaré la influencia que tienen los glucocorticoides sobre la

respuesta 3-adrenérgica y sobre la regulacién del tono simpatico.
« Regulacion de la Respuesta B-Adrenérgica.

Por medio de su accién sobre los receptores beta, los esteroides adrenales ejercen
efectos sinergistas sobre la respuesta celular a catecolaminas (Malbon et al, 1988; Collins,
1993). Estas interacciones han sido analizadas en diferentes tipos celulares y se ha
documentado que los glucocorticoides modifican la respuesta B-adrenérgica por medio de dos
mecanismaos bésic;)s: regulando el nimero de receptores y modulando el acoplamiento entre el
receptor y el sistema adenilato-ciclasa. En efecto, la administracién de glucocorticoides
aumenta la densidad de receptores beta en células del sistema, inmune (neutrofilos, linfocitos y
granulocitos), en el pulmén, en el tejidos adiposos café y en células de la glia (astrocitos),
mientras que en el higado los reduce. La clonacion del gene que codifica para el receptor 32
i permitiél ampliar estos hallazgos, e identificar en la region promotora 5° del gene, varios sitios
consenso de elementos respuesta para glucocorticoides (revision: Wang et al, 1990; Collins,
1993). Ademas de regular la velocidad de transcripcion del gene, los glucocorticoides
aumentan la estabilidad de los RNAmM que codifican para estos subtipos de receptores
(Ringold, 1985). Los glucocorticoides también modulan la respuesta a NA, a través de sus
multiples efectos sobre la actividad de las proteinas G y de la enzima adenilato-ciclasa. Aunque
no se conocen los mecanismos exactos, se sabe que estas hormonas regulan por si solas la
produccion de AMP ciclico, a través de aumentar (corazon, tejido adiposo) o disminuir (corteza

cerebral e higado) la sensibilidad del sistema (Janowsky y Sulser, 1987; Arner, 1992).
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» Regulacion del Tono Simpatico.

Los glucocorticoides comparten junto con las HT la peculiaridad de modificar la actividad
adrenérgica tanto de las neuronas centrales como de los ganglios simpaticos periféricos. El
déficit de esteroides posterior a la adrenalectomia aumenta la actividad del SSA, lo cual se
traduce en una elevacidén de las concentraciones circulantes de NA y en la excrecion renal de
NA, asi como en una hiperrespuesta simpatica a diversos tipos de agentes estresantes
(Udelsman et al, 1987h). Estas alteracicnes se revieten cuando los animales
adrenalectomizados reciben tratamiento con glucocorticoides. En animales intactos el
tratamiento crénico con dexametasona o cortisol disminuye los niveles circulantes de A {(Brown
y Fisher, 1986). Estos hallazgos sugieren que los glucocorticoides inhiben la actividad del SSA
en su divisidn simpato-neural y simpato-adrenomedular. Sin embargo existe informacion
contradictoria respecto a esto Gitimo, pues fos glucocorticoides estimulan la biosintesis de

catecolaminas en la médula suprarrenal .

Nivel Central. Los glucocorticoides modulan la actividad de las neuronas
catecolaminergicas localizadas a nivel del tallo cerebral y del hipotalamo. La adrenalectomia
cronica aumenta la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa presente en las neuronas
noradrenérgicas (A1 A2) y adrenérgicas (C1, C2) (Lachuer et al; 1992; Kakucska et al, 1995),
mientras que en los nucleos PVN del hipotalamo aumenta la velocidad de recambio y liberacion
de NA. En contraste, la terapia substitutiva con glucocorticoides revierte a valores basales la
actividad de la tirosina hidroxilasa, y disminuye la velocidad de recambio vy liberacion de NA
(Fuxe et al, 1970; Jhanwar-Uniyal et al, 1989; Vetrugno et al, 1993). Dicho perfil se asemeja al
observado durante la respuesta de estrés y es consistente con el hecho de que la NA participa
a través de un mecanismo de retro-alimentacion negativa en la regulacion del eje (Pacak ét al,
1995). Todos estos hallazgos correlacionan con el hecho de que en el tallo cerebral las
neuronas NA poseen receptores a glucocorticoides tipe | y Il (Reul y Kloet 1985, Harfstrand et al
1986). Se ha propuesto que los receptores tipo I funcionan como el sitio primario de interaccion
por medio del cual los glucocorticoides ejercen sus efectos inhibidores sobre la actividad del
SSA. Este subtipo de recepiores llegan a saturarse cuando los niveles de glucocorticoides se
encuentran elevados (revision: Dallman, 1993). Aungue alin no se conocen las bases sobre las
cuales estas interacciones ocurren, se ha propuesto que los glucocorticoides influyen sobre Ia
actividad del SSA a través de sus efectos sobre los receptores a2 adrenérgicos presentes en

las terminales nerviosas del cerebro {Pacak et al, 1992). Existen estudios que sugieren que los
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receptores o2 inhiben de manera tonica el flujo simpato-neural (Kalsner, 1985). Como era de
esperarse cambios en la actividad NA central, repercuten sobre el tono simpatico de los
organos efectores. En animales adrenalectomizados o hipofisectomizades ocurre un aumento
en la velocidad de recambio de NA en el corazén, y dicho efecto se atenia cuando se
administra el glucocorticoide (Axelrod, 1975). La administracion de aminoglutetimida
(blogueador de la sintesis de esteroides) también incrementa el recambio de NA en ese érgano
{(Westfall y Lewis et al, 1973). Esto probablemente se debe a un efecto indirecto de los

glucocorticoides sobre la actividad simpato-adrenomedular

- Médula Suprarrenal. Los efectos de los glucocorticoides sobre la actividad del SSA no
se restringen Unicamente a neuronas centrales, pues existen estudios clasicos que demuestran
gue los glucocorticoides regulan la biosintesis de A en la médula suprarrenal. En efecto, Axelrod
en 1965 demostrd que la HPX se acompana de una disminucién en la actividad de la enzima
responsable de. la sintesis de A, la feniletanol-amino-n-metiltransferasa. Dicho efecto fue
revertido con la administracién de corticosterona, dexametasona o ACTH (revision: Axelrod,
1975, Axelrod y Reisine, 1984). Posteriormente se demostré que efectivamente los
glucocorticoides aumentan la cantidad de RNAm que codifica para ésta enzima en la médula
suprarrenal (Stachowiak et al, 1988). Estos hallazgos correlacionan con el hecho de que el flujo
sanguineo de la corteza suprarrenal sigue una direccion de tipo centripeta que va de la zona
glomerulosa hacia la zona fasciculada y de la zona fasciculada hacia la medula (Vinson y
Hinson, 1992). Es a través de esta red de capilares que los glucocorticoides drenan a la vena
medular y alcanzan concentraciones lo suficientemente grandes para inducir y estimular la

actividad- de las enzimas involucradas en la sintesis de A (revision: Cryer, 1992).

Efectos indirectos de los glucocorticoides sobre la actividad del SSA. Por otra
parte, se ha propuesto la hipétesis de que los glucocorticoides regulan a nivel central
(hipotalamo y/o regiones extrahipotalamicas), la actividad del SSA a través de sus efectos sobre
la sintesis y secrecion de CRH (Brown et al, 1982; 1985). En efecto, el CRH actia en el SNC
modificando entre otras funciones, la actividad secretora de las eferencias parasimpéticas y
adrenomedulares, lo cual resulta en una serie de cambios metabolicos y cardiovasculares
(Brown et al,'.1982). Particularmente la administracion central de CRH aumenta la velocidad de
disparo de las neuronas del locus ceruleus y consecuentemente aumenta la sintesis y secrecién
de catecolaminas (Valentino et al, 1983; Irwin et al, 1992). La administracion de un antagonista

a CRH evita la elevacion de NA y A exhibida durante la respuesta de estrés (lrwin et al, 1992),
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Estos hallazgos son congruentes con el hecho de que las neuronas del locus ceruleus reciban
contacto sinaptico de neuronas hipotalamicas, ademas de poseer receptores membranales a
este péptido (De Souza y Grigoriadis,1990). En conjuntos estos hallazgos sugieren que la
inhibicién de la secrecion de CRH por glucocorticoides (retro-alimentacion negativa), podria ser
otro de los mecanismos por medio de los cuales estos esteroides disminuyen la actividad del
SSA.




2.3.- HORMONAS TIROIDEAS

Las HT regutan el gasto energético del organismo, ya que controlan la respiracion
celular y el consumo de oxigeno. En individuos adultos estos efectos se manifiestan en
practicamente todas las células del organismo, excepto en érganos como el cerebro, el bazo, el
testiculo y la glandula hipdfisis. Estos tltimos érganos sélo son sensibles a la accion metabdlica
de las HT durante periodos criticos del desarrollo (revisién: Jannini et al, 1995; Bernal y Nufiez,
1995)

La sintesis y secrecién de las HT se lleva a cabo exclusivamente en las células
foliculares de la glandula tiroides. Los foliculos tiroideos sintetizan el 100 % de la prohormona
T4 y, dependiendo de la especie entre un 20 a un 30 % de la T3 circulante. La hormona
adenchipofisiaria estimulante del tiroides o TSH ejerce un efecto estimulante sobre la glandula
tiroides promoviendo la sintesis y liberacién de HT a la circulacion. Una vez en el torrente
sanguineo y dehido a su naturaleza hidrofébica, las HT se asocian a proteinas transportadoras.
De estas proteinas destacan la TBG (del inglés, thyroid binding globulin), cuya afinidad por T4
es 10 veces mas alta que por T3, y la prealbimina o transtiretina cuya afinidad por ambas
hormonas es equitativamente menor con respecto a la TBG (revision: Aceves, 1997). Aunque
por su naturaleza quimica las HT pueden difundir pasivamente a través de la bicapa lipidica de
la membrana celular, se ha reportado la existencia de un mecanismo de transporte activo
membranal, saturable y esterecespecifico (Pontecorvi y Robbins 1989). Sin embargo, existen
controversias respecto a si la T3 y T4 comparten el mismo transportador, pues mientras en la
adenochipofisis parece ser el mismo (Everts et al, 1994), en el higado parece ser distinto (Docter
y Krenning, 1990). En hepatocitos de rata se ha reportado la presencia de un mecanismo activo
por medio” del cual la T3 penetra al nucleo, pero no existen evidencias respecto a un
mecanismo de transporte nuclear para T4 (Ichikawa y Hashizume, 1991). En términos de
actividad biologica ambas moléculas son potencialmente capaces de ejercer l0s mismos
efectos biologicos, sin embargo en muchos casos la T3 posee entre 10 a 20 veces mas
actividad biologica que la T4 (revisar: Apéndice 1). En resumen, podemos concluir que la T3 es
la HT con mayor potencia biolégica ya que su ingreso intracelular esta facilitado por
transportadores transmembranales especificos que le permiten alcanzar mas rapidamente a los
receptores nucleares (revisién: Brent, 1984; Oppenheimer et al, 1994; 1995). Ademas se ha
documentado que muchos de los efectos biologicos que anteriormente se le habian atribuido a

la T4, en realidad estan mediados por la transformacion periférica de T4 en T3.
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2.3.1.- Desyodacion Periférica de las HT.

La generacion intracelular de T3 a partir de T4 es el primer paso en la secuencia de
eventbs intracelulares que culminan en la expresién de! efecto bioldgico de las HT. Este
proceso ocurre tanto en la glandula tircides como en sitios periféricos, y se encuentra finamente
regulado por un sistema de enzimas a las que genéricamente se les denomina desyodasas tipo
1 (D-1) y tipo 11 (D-il). Estas enzimas operan mediante la remocion del atomo de yodo localizado
en la posicidon 3’0 5° del anillo externo (fenilo) de la molécula de T4 y dan lugar a la formacion
de T3 (ver: Fig. 4). Asi mismo, se ha descrito la existencia de una desyodasa tipo Il (D-ill), la
cual elimina el atomo de yodo localizado en la posicion 3 o 5 del anillo interno (tirosilo) de fa
molécula de T4 y da lugar a la formacion de la T3 reversa (r73), un isomero de la T3 sin
aciividad metabdlica (revision: St Germain 1994; Kohrle 1994, 1996; Larsen y Berry; 1995).

HO

3,3’-T2

FIGURA 4. Desyodacion Periférica de las Hormonas Tircideas. En este esquema se
muestra la desyodacion periférica de T4. Las flechas rojas representan la via de activacion o 5'-
D por medio de la cual se genera hormona activa o T3 . Las flechas azules representan la via
de inactivacion o 5-D, mecanismo a través del cual la T4 es convertida a rT3, mientras que la T3
es desactivada a Tz.




2.3.2.- Caracteristicas Bioquimicas y Cinéticas de las Desyodasas.

Se han realizado varios intentos encaminados a purificar estas enzimas, sin embargo
debido a su baja concentracion y evidente inestabilidad, ninguno de los procedimientos
bioquimicos ha resultado exitoso (Mol et al, 19882"). No obstante lo anterior, a partir de
preparaciones microsomales. parcialmente puras, se han logrado conocer algunas de las
propiedades bioquimicas y cinéticas que caracterizan y distinguen a estas enzimas (ver: Tabla
2). Estos 3 subtipos enzimaticos comparten caracteristicas comunes como es su asociacién al
reticulo endoplasmico y a la membrana plasmatica. Estudios topoldgicos sugieren que las
desyodasas contienen un dominio membranal (segmento NH2 terminal altamente hidrofébico) y
un dominio citoplasmico hacia donde se encuentra dirigido el sitio activo {revisidén: St Germain
1994, Toyoda et al, 1995; Salvatore et al, 1995; 1996)

+ Desyodasa Tipo | (D-l).

Sustrato Preferencial. Dependiendo del pH intracelular esta enzima tiene la propiedad
de desyodar tanto el anillo fenilo (pH 6.5-7.0) como el tirosilo (pH 8.0). El sustrato preferencial
para una y otra reaccioén es T4 y T3 respectivamente. Presenta una constante de Michaelis-
Menten (Km) para ambos sustratos en el intervalo umolar (0.5-5), y su actividad es sensible a
inhibirse irreversiblemente en presencia de tioureas como el propiltiouracilo 0 PTU (1.0 mM) y ta

tioglucosa &urica (100nM).

Cinética Enzimatica. La actividad D-| presenta una cinética de reaccion tipo "ping pong”
y requiere para su accion la presencia de grupos tioles como cofactor. Este tipo de cinética no
involucra .Ia_formaci()n de un complejo ternario enzima -sustrato -cofactor, sino que el sustrato y
el cofaétor reaccionan independientemente con la enzima. Se ha propuestc que este
mecanismo de reaccion se basa en la transferencia del ién ioduro (1) proveniente del sustrato a
un grupo sulfhidrilo (SH) de la enzima. Esto resulta en la formacion de una enzima yodada y de
un sustrato desyodado. El cofactor, en este caso el ditiotreitol o DTT, regenera la enzima nativa
por medio de un mecanismo de reduccion. EI PTU es un inhibidor selectivo de la actividad D-1y
actua de manera no-competitiva por sustrato (rT3) y competitiva con el cofactor (5mM, DTT). El

PTU reacciorfa con la enzima yodada (forma oxidada) y forma un compuesto disulfuro estable.
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» Desyodasa Tipo Il (D-ll).

Sustrato Preferencial. La enzima D-Il desyoda exclusivamente el anillo fendlico y
presenta una mayor afinidad por T4 que por rT3. A diferencia de la D-l, esta enzima presenta
una Km para sustrato en el intervalo de concentraciones nM (1-60) y su actividad es

parcialmente resistente a la inhibicién por PTU (1.0 mM).

Cinética Enzimatica. La actividad D-Il opera mediante una reaccién de tipo secuencial
pues a través de un mecanismo de oxidacion, el sitio activo de la enzima es ocupado
simultaneamente, por el sustrato y por el cofactor (20 mM, DTT). En otras palabras, es
necesario que las HT y el DTT interactuen en el sitio activo de la enzima, antes que la

desyodacion se lleve a cabo.

TABLA 2.- PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS DESYODASAS

TIPO | TIPO I TIPO HI
Sitio de Desyodacion: Ambos anillos Fendlico Tirosilo
Sustrato Preferencial: rT3>Ta>T3 Ta>rT3 Ta>T4
Km para rT3/T3 0.5 uM 2.0-60.0 nM 6.0 nM
Km para T4 50 uM 1.0 -40.0 nM 40.0 nM
Respuesta a: '
Tioles estimulacion estimulacion estimulacion
PTU inhibicion resistente resistente
Tioglucosa aurica inhibicion resistente resistente
Acido lopandico inhibicién inhibicién inhibicion
Mecanismo de Accidn: ping-pong secuencial secuencial
Sitio Activo: selenig-cisteina selenio-cisteina selenio-cisteina

PTU, Propiltiouracilo. Los valores de Km para sustrato corresponden a rT3 para la actividad D-
y D-ll, y a T3 para la actividad D-1ll. Modificado de: Berry y Larsen, 1992; Kohrle 1994, 1996.

« Desyodasa Tipo Il {D-IiI).

Sustrato Preferencial. La enzima D-lll desyoda exclusivamente el anillo interno de |a
molécula de la T4 y de la T3, para generar tironinas metabdlicamente inactivas como larT3y la
T2 (diyodotirosina) respectivamente. Esta enzima presenta una mayor afinidad por T3 que por

T4, exhibiendo una Km para ambos substratos en el orden nM. Al igual que la enzima D-li, la
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actividad D-Ill es resistente a inhibirse con PTU (1.0 mM) y requiere de grupos tioles como

cofactor.

Cinética Enzimatica. El mecanismo de acciéon de esta enzima es secuencial, esto
significa que se requiere la formacion del complejo ternario enzima-substrato-cofactor para su
accion. Notese que esta enzima requiere de altas concentraciones de grupos tioles (100 mM,

DTT) y el pH 6ptimo para su accion se encuentra dentro del intervalo alcalino (8.0-8.5).

2.3.3.- Caracteristicas Moleculares de las Desyodasas.

Recientemente mediante herramientas de biologia molecular, se ha logrado clonar en
diferentes especies de vertebrados los RNAm que codifican para cada uno de estas enzimas.
Se encontrd que todas ellas comparten entre si la peculiaridad de pertenecer a la familia de las
selenio proteinas ya que poseen en su sitio activo un residuo selenio-cisteina. Los RNAm que
codifican para estas enzimas difieren entre si en cuanto a tamano y secuencia. Asi, por ejemplo
en humanos el RNAm para la D-ll es de aproximadamente 7 a 8 Kb, mientras que enlaranay
en la rata es de alrededor 1.5 kb. También se sabe que en humanos el musculo esquelético y
cardiaco, tejidos en los que anteriormente no se habia detectado actividad D-ll, expresan
RNAmM para esta enzima (revision: Davey et al, 1995, Salvatore et al 1996).
Independientemente de estas diferencias, estos estudios han revelado que los RNAm de las 3
enzimas comparten entre si una secuencia homoéloga de aproximadamente 200 pares de bases
denominada region SECIS. Esta secuencia se localiza en el extremo 3" de la regidon no
codificante del gene y contiene un codon UGA el cual codifica para el residuo selenio-cisteina.
Esta secuencia permite leer el codén UGA como un sitio de insercion al aminoacido y no como
la sefal clasica de paro (revision: Berry et al, 1991; Croteau et al, 1995; Davey et al, 1995;
Salvatore et al, 1996). En las selenio-proteinas de procariontes se ha reportado la presencia de
un "bucle” en la region de! RNAm que codifica para la selenio-cisteina, y se ha determinado que
esta estructura permite las asociacion del RNA de transferencia {(RNAt selenio-cystenil) con un
factor de elongacion. En eucariontes las secuencias SECIS cumplen con esta funcidn y se
aplican para los 3 diferentes tipos de desyodasas. La mutacion del codon UGA (selenio-
cisteina) por el codon UGU (cisteina) da fugar a una enzima cuya actividad es 90 % menor a la
de la enzima nativa. Estos resultados sugieren que el aminoacido selenio-cisteina es esencial

en la actividad catalitica de éstas enzimas (Berry y Larsen, 1992, 1993; Berry et al 1993).
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2.3.4.- Caracteristicas Fisiologicas de las Desyodasas.

La enzima D-l se expresa abundantemente en érganos como el higado, el rifién y las
glandulas hipdfisis y tiroides, mientras que la enzima D-ll se localiza en el SNC, en el tejido
adiposo café, asi como en las glandulas hipdfisis, pineal y Harder, etc (revision: Larsen y Berry
1985; Kohrle 1996). Desde un punto de vista operacional ambas enzimas generan T3 a partir
de la desyodacidn de T4. Sin embargo, las diferencias fisiologicas entre uno y otro tipo
enzimatico radican en que la actividad D-| hepética y renal genera el 80 % de la T3 circulante,
mientras que los tejidos con actividad D-ll producen a nivel local una cantidad suficiente de T3
para autoconsumo. Estos hallazgos derivaron de una serie de estudios in vivo en los cuales se
utilizd una técnica de doble marcaje. Por via intravenosa se administrd una mezcla isotdpica de
"1 T4 y "'1-T3, en presencia o no de inhibidores de la actividad D-1 como el PTU. La
administracion conjunta de estas hormonas y el analisis de saturacion de receptores a HT,
permitid determinar el origen, a velocidad de recambio, la degradacion y el destino de la T3 en
diferentes tejidos. Los estudios revelaron que en el caso del higado, la totalidad de la 25|73
producida por la actividad D-1 a partir del precursor '*°|-T4, pasa rapidamente a la circulacion
sistémica, y que aproximadamente el 50 % de los receptores hepaticos a HT son saturados por
.73 que proviene de la circulacion. En contraste, un alto porcentaje (50-80 %) de la T3 unida
a los receptores nucleares del SNC, de Ia hipdfisis y del tejido adiposo café, proviene de la
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desyodacién local de la *7I-T4 por la enzima D-Il (Silva et al, 1978, Silva y Larsen, 1985;
Larsen, 1989; Bianco y Silva, 1987). En los mamiferos la mayor actividad D-1ll se localiza en el
cerebro, en la piel, en la placenta y en varios tejidos fetales. Se ha propuesto que la funcién de
esta enzima es proteger a los tejidos de niveles elevados de T3 durante ciertos periodos criticos
de la ontogenia. Asi podemos concluir que las desyodasas forman parte de un mecanismo
homeostatico periférico que permite mantener constantes los niveles intracelulares de T3,

incluso en situaciones de exceso o déficit de T4.
2.3.5.- Regulacion Neuroendécrina de las Desyodasas D-1 y D-Il.

Los reguladores mas importantes de la actividad 5'D son el estado funcional tiroideo y el
tono simpatico. En efecto en animales hipo- e hipertiroideos, asi como en situaciones
fisiologicas en las gue la actividad simpatica aumenta o esta alterada (exposicion al frio, ritmos
endogenos, respuesta de estrés, etc), la actividad de las desyodasas se modifica

significativamente.
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o Hormonas Tiroideas.

En los tejidos hasta el momento analizados, el estado funcional tircideo representa uno
de los reguladores mas importantes de la actividad desyodativa. Esta bien establecido que las
HT regulan la actividad D-1 y D-ll de manera opuesta, esto significa que en situaciones de
hiperactividad tiroidea la 'actividad D-l estda aumentada, mientras que la actividad D-ll se
encuentra reducida. Por ejemplo, los animales hipertircideos exhiben un aumento significativo
de la actividad D-l hepatica y renal, y dicha respuesta no se observa en animales hipotiroideos
(Kaplan y Utiger 1978). Se ha propuesto que en los tejidos con actividad D-l, las HT y en
particular la T3 regulan la actividad de la enzima, aumentando la transcripcion del RNAm (Berry
et al 1990; Toyoda et al; 1992; Menjo et al, 1993). Se ha demostrado que cuando menos en las
células tiroideas, dicho aumento no se bloquea por la administracion de cicloheximida (Toyoda
et al, 1992). El incremento en la cantidad de RNAm es por io menos 3 veces mayor que el
chservado en Ia'actividad enzimatica (O'Mara et al 1993). En contraste, la regulacion de la
actividad D-ll es d‘e manera contraria, pues la tircidectomia, ia hipofisectomia o el tratamiento
con metimazol (inhibidor de la captura' de yodo per la glandula tiroides), elevan la actividad
enzimatica en el SNC, en el tejido adiposo café y en las glandulas pineal y Harder. En estos
grupos de animales la terapia substitutiva con T4 o bien el hipertiroidismo, reducen a valores
basales la actividad de la D-ll. (revisidn: Kaplan y Yaskosky, 1980; Leonard et al, 1983;
Guerrero et al, 1987; Tanaka et al, 1986). Se ha propuesto que las HT y en particular la Ta,
regulan la actividad D-li por medio de un mecanismo post-traduccional. Aparentemente este es
uno de los pocos efectos de la T4 en los que no se requieren sintesis de proteinas de novo. La
T4 favorece que la enzima sea redistribuida de la superficie celular a un compartimento
intracelular (endosoma) en donde es degradada o desactivada (revisién: Leonard y Safran
1994). Sin embargo estudios recientes de biclogia molecular, muestran un aumento
significativo en la cantidad de RNAm D-II en el SNC, en la hipdfisis y en el tejido adiposo café
proveniente de animales hipotiroideos (Burmeister et al, 1997). Estos hallazgos sugieren que

ambos tipos de mecanismos son importantes en la regufacion de la actividad D-Ii. .

« Actividad Adrenérgica.

La regulacion de la actividad D-l por el sistema nervioso simpatico, ha sido ampliamente

estudiada en el tejido adiposo café, asi como en las glandulas pineal, Harder y el timo.
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Tejido Adiposo Café. Estudios realizados en ratas muestran que la actividad D-lI
aumenta (8-20 veces) durante la exposicion aguda y crénica al frio (Silva y Larsen 1983; Silva y
Larsen 1985). Estas respuestas estuvieron mediadas por un aumento en la concentracion de
NA endogena, y la activacion de los receptores a1-adrenérgicos (Silva y Larsen 1983). Estos
hallazgos fueron confirmados en experimentos realizados en células dispersas (Obregon et al,
1987) y se encontré que la activacion de .la enzima D-li depende de la sintesis de RNAm vy
consecuentemente de la sintesis de proteinas de novo (Jones et a 1986; Silva y Larsen 1986a).
Se ha propuesto que un aumento en las concentraciones intracelulares de Ca’’, o bien en la
actividad de la proteina cinasa C podria indirectamente modular la transcripcion del gene
(Barge et al 1988). Mientras la estimulacién a1-adrenérgica es bastante clara, se han generado
controversias respecto al papel funcional de la estimulacidon (3-adrenérgica, pues dependiendo
del estado tiroideo estos receptores ejercen efectos opuestos sobre la actividad D-ll. Se ha
observado que en presencia de NA, {a administracién de alprenolol (antagonista B-adrenérgico)
no modifica la respuesta enzimatica (Silva y Larsen 1986a); o bien que esta se estimuia
ligeramente (Obregon et al, 1987). En contraste, la administracion de isoproterenol {agonista f3-
adrenérgico) se acompaf¢ de un modesto pero significativo incremento en la actividad D-l, el
cual fue bloqueado con la administracion de propanclol (antagonista heta) (Silva Y Larsen;
1986a). Debido a que la NA presenta afinidad tanto por los receptores a1 como por los B-
adrenérgicos, estos estudios sugieren que la inhibicidén de la estimulacién beta podria potenciar
la respuesta a1. Dada la complejidad de dichos eventos se investigd de manera mas fina la
participacién de estos receptores y se encontré una influencia del estado tiroideo sobre la
regulacion adrenérgica de la actividad D-Il. En animales hipotiroideos la administracion de NA
provoca una respuesta casi tres veces mayor en la actividad D-Il que en los animales
eutiroideos (Silva y Larsen, 1986a,b). Ademas en adipocitos hipotiroideos la fenilefrina
(agonista a1) disminuyé notablemente la actividad D-Il, mientras que la presencia de
isoproterencl aumentd significativamente dicha respuesta. Esta dltima respuesta fue
mimetizada con la adr_r)inistracién de forskolina o AMP ciclico y se encontré un pronunciado
sinergismo compensatorio entre el AMP ciclico y el Ca"" intracelular. Estos hallazgos sugieren
que dependiendo del estado tiroideo los receptores adrenérgicos ejercen efectos opuestos

sobre la regulacion de la actividad D-1l del tejido adiposo café (revision: Raasamaja y Larsen,

1989).
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Glandulas Pineal y Harder. En estas glandulas la actividad D-Il es regulada por el ciclo
luz-obscuridad y consecuentemente presenta un notable ritmo circadiano. En ambas glandulas
la actividad D-lIl aumenta progresivamente durante el periodo de obscuridad y alcanza los
valores mas altos entra las 5 y 6 horas después de que se apaga la luz (Tanaka et al, 1987;
Guerreo et al, 1987). Se sabe que este incremento nocturno depende de la NA liberada a
través de la actividad simpatica, pues la exposicion a luz continua, la simpatectomia quirtrgica
(ganglio cervical superior) o la administracion de propanolol suprimen este ritmo (Guerrero et al;
1988; Murakami et al, 1988a; Osuna et al, 1992). En contraste, la administracion de NA o de
isoproterenol duplica la actividad D-Il observada durante el periodo obscuro. El hipotiroidismo
preserva el ritmo circadiano pero durante esta condicién se alcanzan actividades mayores
(Murakami et al, 1988a). Estudios “in vitro” muestran que estos efectos estan mediados por los
receptores B adrenérgicos, a través de un aumento en los niveles intracelulares de AMPc
(Rubio et al, 1991; Guerrero y Reiter 1992; Osuna et al, 1993). Por otro [ado, la estimulacidon de
los receptores a adrenérgicos aumenta la actividad D-1l de la glandula de Harder, pero no tiene
ningun efecto sobre la actividad de la glandula pineal. En ambas glandulas la administracion de
un agonista o potencia el efecto mediado por los receptores 3 (Rubio et al, 1991; Osuna et al,
1993). En la glandula pineal la activacién de la D-ll fue inhibida por cicloheximida pero no por
actinomicina D, lo que sugiere que la activacion de esta enzima depende de un RNAm
previamente sintetizado (Guerrero et al; 1988). Por otra parte existen evidencias de un control
peptidérgico sobre la actividad D-II, pues se ha cbservado que el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) aumenta significativamente la actividad de la enzima en células de glandula pineal. Este
mecanismo también involucra un aumento en las concentraciones intraceiulares de AMPc y en

células hipbtiroideas la respuesta a este estimulo fue mayor (Molinero y Guerrero, 1993).

Timo. En la rata la actividad D-ll del timo se localiza tanto en los timocitos como en las
células del estroma y al igual que en otros tejidos esta enzima es susceptible de ser regulada
por la interaccién catecolaminas y HT (Molinero et al, 1995). En ratas hipotiroideas, la NA
estimula la actividad D-11 dentro de las primeras 3h de administracion y aunque el isoporterenol
reproduce esta respuesta, nunca se alcanzan los valores gque se obtienen con la NA. Por si
mismos los agonistas a-adrenérgicos no influyen sobre la actividad desyodativa, sin embargo
cuando ambas drogas fueron administradas la actividad de la enzima exhibio una respuesta

mayor que la. provocada por el isoproterenol. Estos resultados sugieren que en animales
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hipotiroideos 1os receptores B-adrenérgicos tienen un papel importante en la regulacién de la

enzima, ya que los receptores a1 potencian el efecto de los beta (Soutto et al, 1996).

SNC. Hasta el momento no existen estudios que muestren si la estimulacion de la
actividad simpatica o bien la administracién de NA regulan directamente la actividad D-ll en
estructuras del SNC. Estudios in vivo muestran que la NA no provoca ningun efecto sobre la
actividad D-1i de 1a corteza cerebral ni de |a hipdfisis (Silva y Larsen, 1983). En contraste, hay
evidencias de que la NA a través de los receptores B-adrenérgicos estimula la actividad D-Il en
células de la glia (astrocitos) (Courtin et al, 1988). Estos hechos sugieren que a diferencia de la
actividad neuronal, la actividad D-li presente en las células de glia es susceptible de ser

regulada por la estimulacién adrenérgica.

¢ Glucocorticoides.

Existen pocos estudios en donde se analiza el efecto de los glucocorticoides sobre la
actividad desyodativa. Estudios clinicos y de laboratorio sugirieron que los glucocorticoides
inhiben la actividad D-1 hepética. Sin embargo estudios mas recientes realizados en hepatocitos
muestran que 1a dexametasona potencia el incremento en RNAm inducido por la administracion
de T3 (Menjo et al, 1993). Con respecto a la actividad D-11, se ha demostrado que en ratones
obesos {ob/ob) la actividad D-l| del tejidos adiposo cafe, responde a la exposicion al frio y a la
administracion de NA, sin embargo la magnitud de la respuesta es muy por debajo de la que
exhibe un animal normal {no obeso). Se ha propuesto que dicho abatimiento podria estar
asociado indirectamente a los niveles elevados de corticosterona que estos animales
presentan, pues la adrenalectomia revierte dichos efectos (Kates y Himms-Hagen, 1990).
Nosotros recientemente reportamos que en la glandula suprarrenal, la dexametasona aumenta
la actividad D-ll basal (Anguiano et al, 1995), y este resultado concuerda con el efecto
estimulante que los glucocorticoides ejercen sobre |la actividad D-11 de astrocitos previamente
estimulados con AMP ciclico y factor de crecimiento de fibroblastos (Courtin et al, 1988; 1989;
1990).

2.3.6.- Actividad Desyodativa en el Eje HHS.

Parte de la informacion que a continuacion resumiré ha sido generado por nuestro grupo
de trabajo, asi como por otros investigadores, en un intento por discernir el papel fisiolégico que
juegan las desyodasas como reguladoras del efecto bioldgico de las HT, durante la respuesta

general de estrés o de adaptacion metabdlica.
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+ Hipotalamo.

Estudios cinéticos muestran que esta region del cerebro posee predominantemente
actividad D-ll (75 %), y que son la eminencia media junto con el nucleo arcuato las areas que
mayor actividad poseen (Guzman, 1995; Riskind et al, 1987). Estos hallazgos son congruentes
con estudios moleculares en-donde por medio de la técnica de hibridizacién in situ, se reportd
una distribucion regional del RNAmM semejante a la que exhibe la enzima. Aparentemente la
enzima D-ll se localiza principalmente en las células ependimales (tanicitos), ubicadas en el
piso y en la pared del tercer ventriculo, eminencia media y en la regién del infundibulo (Tu et al,
1997). Estudios de nuestro laboratoric muestran que la actividad D-II hipotalamica posee una
vida media de 3.5 h (Guzman, 1995), cifra que es congruente con el hecho de que la actividad
de esta enzima se incremente de manera casi inmediata durante la exposicién al frio y
permanezca elevada alrededor de la primera hora (Anguiano et al, 1991; 1995). Igualmente
tenemos evidencias de que en situaciones de actividad adrenérgica sostenida, como son Ia

sobrealimentacion y la lactancia, la actividad D-Il permanece elevada (Aceves et al, 1994).

o Hipofisis.

El 16bulo anterior de la hipdfisis contiene actividad D-I y D-1l (Visser et al, 1983). &n los
I6bulos intermedio y posterior Unicamente se ha detectado actividad D-l, y sélo durante el
hipotiroidismo se observa actividad D-Il (revision: Greer et al, 1991). En la adenohipdfisis de
ratas eutiroideas, el 80 % de la cantidad total de los receptores nucleares a HT se encuentran
ocupados por T3; y aproximadamente el 50 % de esta hormona proviene de la actividad D-I|
locat, rriieritras que el otro 50 % proviene de la circulacion (Silva et al, 1978). En comparacion
con el higado y el rifidn, la actividad D-l de la adenohipdfisis contribuye de manera minima al
pool de T3 circulante. Al igual que en otros tejidos el estado tiroideo modifica la actividad
hipofisiaria de las desyodasas de manera inversamente proporcional. Esto significa que el
hipertiroidismo aumenta la actividad D-1 y reduce la actividad D-ll y viceversa; el hipotiroidismo
disminuye la actividad D-l y aumenta la D-ll (Visser et al, 1983). Por otro lado, se sabe que es
durante el hipotiroidismo cuando los somatotropos y los lactotropos presentan mayor actividad
D-ll, y esta observacion correlaciona con el hecho de que los somatotropos dependen de T3
para la produccién de hormona de crecimiento o GH (del inglés growth hormone) (Peake et al,
1973). En contraste, los tirorotropos representan el tipo celular con actividad mas baja vy,

nuevamente, estas observaciones son congruentes con el hecho de que en ratas hipotiroideas,
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un aumento excesivo en la actividad D-l! podria resultar en un decremento en la secrecion de
TSH (Koening et al, 1984). Las HT controlan la secrecion hipofisiaria de TSH por medio de un
mecanismo de retroalimentaciéon negativa y existen evidencias que sugieren que la actividad D-
Il representa uno de los mecanismos que regulan dicho proceso (S.ilva et al, 1978). Estos
hallazgos demuestran que existe una relacién inversa entre la ocupacion de los receptores
nucleares a T3 y los niveles circulantes de TSH (Silva et al, 1978). Por otra parte, existen
estudios que sugieren la participacidén de influencias nerviosas sobre la actividad desyodativa
de la hipdfisis. El transplante de hipdfisis a la capsula renal se acompadia de un aumento en la
actividad D-l y de una disminuciéon en la actividad D-ll (St Germain et al, 1985). Existen
controversias respecto al papel del TRH sobre la regulacion de la enzima D-ll, pues en
animales sometidos a una lesién bilateral de los nlcleos PVN la actividad no cambid, no
obstante que en células tumorales el TRH estimula la actividad D-ll (Murakami et al, 1988
Koenineg, 1986).

e Glandula Suprarrenal.

Estudios de nuestro laboratorio muestran que al igual que en otros 6rganos con
actividad D-li, la actividad en ta glandula suprarrenal se localiza en la fraccion microsomal,
posee una vida media corta (1.0 h.) y una velocidad de recambio rapida {0.68 h™") (Luna et al,
1995%). Estudios fisiolégicos muestran que la actividad D-Il suprarrenal se eleva
significativamente durante ia exposicién aguda al frio. La actividad de esta enzima presenta un
patron de respuesta bifasico en un marco temporal de 30 y 120 min y hemos observado que el
incremento rapido esta mediado por la médula y la elevacion tardia por la corteza (Anguiano et
al, 1991). igualmente tenemos evidencias que sugieren que la respuesta de la enzima D-Il ante
la demanda de termoregulacion ai frio, involucra tanto sintesis de proteinas de novo como la
participacién de mecanismos post-traduccionales (Luna et al, 1995%). Asi mismo, utilizando
diferentes manipulaciones experimentales hemos encontrado que la actividad ténica del nervio
esplacnico controla la actividad D-1l basal, pues la denervacién de la glandula se acompané de
una inhibicion en dicha actividad. Como era de esperarse las HT regulan de manera negativa la
actividad D-ll, pues en animales hipotiroideos aumenta significativamente la actividad basal y
dibho aumento es revertido con la administracion de una dosis unica de T4 (Anguiano et al
1995). También hemos investigado la participacion de factores humorales como los
glucocorticoides y la ACTH sobre la actividad D-l y encontramos un efecto estimulante de |a
dexametasona sobre la actividad de la enzima. Inesperadamente la ACTH no tuvo ningin

efecto sobre dicha actividad. En conjunto, estos resultados sugieren que la enzima D-il
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suprarrenal es regulada por las HT, la innervacion simpatica y los glucocorticoides (Anguiano et
al, 1995).

+ Ritmo Circadiano en el Eje HHS.

Por otra parte hemos documentado que al igual que otras estructuras neuroendécrinas,
la actividad D-ll del eje HHS presenta un discreto pero significativo ritmo circadiano. El
hipotalamo alcanza los valores maximos de actividad durante el ciclo diurno (12:0 h.), mientras
que la hipdfisis y la glandula suprarrenal, los presentan durante el periodo obscuro (03:00 y
02:00 h. respectivamente). En condiciones de obscuridad continua (4 dias) la actividad del
hipotalamo pierde su ritmo, mientras que en la hipéfisis y en la glandula suprarrenal el ritmo se
preserva, aunque con un corrimiento de fase de 4 horas. Estos resultados sugieren que en las
glandulas hipofisis y suprarrenal, el ritmo de la actividad D-11 podria estar modulado por factores
endogenos (Luna et al 1995") y se ha propuesto que el ritmo en la hipdfisis, pudiera estar

inversamente asociado a la secrecion de TSH (Murakami et al, 1988"'“).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ante una demanda energética sostenida, la funcién primordial del SSA y el eje HHS
consiste en estimular la movilizacion de sustratos metabélicos, mientras que la del eje HHT es
regular el gasto energético del organismo de manera jerarquizada (homeorresis). Aunque la
activacion de estos sistemas neuroenddcrinos forman parte de la respuesta general de
adaptacion (revision: Huether, 1996), se reconoce que a tiempos prolongados las
consecuencias de esfa respuesta adaptativa resultan ser sumamente dafinas (revision: Mc
Ewen et al, 1997). Con base en lo anterior, actualmente existen estudios muy sélidos que
proponen que el papel de los glucocorticoides es inhibir, mas que potenciar dicha respuesta
(Munck et al, 1994). En este contexto, nuestro laboratorio vy otros han planteado que Ia
desyodacién periférica de las tironinas, representa un mecanismo fisiolégico que permite
regular de manera organo-especifica y jerarquizada los efectos biologicos de ias HT. En efecto,
la generacién de T3 a partir de T4, o bien la inactivacion de estas hacia T2 y rT3,
respectivamente, permite ajustar y modular de acuerdo a la demanda celular especifica, la
bicactividad y los efectos de las tironinas sobre los érganos blanco (revisidon: Larsen y Berry
1995; Kohrle, 1996).

Esta situacidn nos ha llevado a analizar la regulacién de la desyodasa tipo |l (D-1I}, en
los organos efectores involucrados en mediar la respuesta de estrés, es decir en el eje HHS.
Durante la exposicidon al frio hemos observado un aumento casi inmediato (30 min) en la
actividad D-!I hipotalamica y suprarrenal (Anguiano et al, 1991). Estos hallazgos sugieren que
aunque los efectos metabolicos de las HT se manifiestan a largo plazo (dias), su metabolismo
se encuentra finamente regulado desde etapas tempranas. Por ofra parte, sabemos que son
tas propias HT, los glucocorticoides y la actividad del nervio esplacnico algunos de los
principales factores involucrados en la regulacién de la actividad D-Il hipotalamica y suprarrenai
(Anguiano et al, 1995). En este contexto, y ante la importancia de analizar los probables
mecanismos que median estas interacciones, la presente tesis se disefid con el propoésito de
investigar: 1) si en el eje HHS la actividad {3 adrenérgica participa en la regulacion de la
actividad D-Il y; 2) analizar en que forma el estado funcional tircideo y suprarrenal modifican

dicha influencia adrenérgica.
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IV.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis General

» La estimulacion B-adrenérgica provocara cambios en la actividad D-ll del eje HHS,

dependiendo del estado funcional tiroideo y/o suprarrenal.

Objetivo General

» Analizar la influencia que las HT y los glucocorticoides ejercen sobre la actividad D-Il del eje

HHS, en respuesta a la estimulacién B-adrenérgica.

Objetivos Especificos

» Caracterizar en animales intactos el perfil temporal de la actividad D-ll del eje HHS, en

respuesta a la administracién de isoproterenol (ISO, agonista B-adrenérgico).

* Anaiizar en animales tiroidectomizados remplazados con dos diferentes dosis de T4, la

actividad D-l del eje HHS en respuesta a la administracién de 1SO.

¢ Analizar en animales adrenalectomizados remplazados con dos diferentes dosis  de
corticosterona (CORT), la actividad D-ll del eje HHS en respuesta a la administracion de
1SO.

o Analizar el efecto de Ia aminoglutetimida (inhibidor esteroidegénico) sobre la actividad D-Ii

suprarrenal.
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V.- MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos.

Todos los acidos, sales, alcoholes y solventes utilizados en este trabajo fueron de grado
analitico (Merck, Becker). Hidroximetil-aminometano (TRIS-HCI), Sacarosa, Aprotinina, Fenil-
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), (-)-Isoproterenol (1SO), DL-Aminecglutetimida (AGT), Albiimina
bovina (BSA), 6-n-Propil-2-tiouracilo (PTU), T4, T3, T3, Corticosterona-21-acetato, anticuerpos
a T4, a T3 y la antigamma globulina de conejo, fueron obtenidos de Sigma Chemical Co
(St.Louis, MO). Los pellets de liberacion sostenida de corticosterona (CORT) fueron obtenidos
de Innovative Research of America (Toledo, OH). Ditiotreitol (DTT) fue obtenido de
Calbiochem-Behring Corp. (La Joya, CA). Resina Dowex 50 W-X2 y Reactivo de Bradford
fueron obtenidos de BIO-RAD (Richmond, CA). Columnas de Sep-Pack C-18 fueron obtenidas
de Waters, Divisién: Millipore. El yoduro de sodio '*°I-Na (17.4 mCi / pg), 3'5™-"?%-Ta (1250 pClI /
ng), 3-'?1-T3 (1500 uCi / pg), 3-'1-T3 reversa (1174uCi / pg), 1,2,6,7-"H-Cortiso! (220 uCi / pg)
fueron obtenidos de Dupont-NEN (Boston, MA).

5.2 Material Biolégico.

Se utilizaron ratas macho Wistar (200 + 30 g), mantenidas bajo condiciones controladas
de temperatura (22-26°C) y de luz:obscuridad (12:12). Los animales recibieron alimento (Purina
rat Chow) y agua ad libitum. En todos los experimentos se registré el peso corporal. Los
animales se sacrificaron por decapitacién, colectandose la sangre y los tejidos. Las muestras
sanguineas se dejaron coagular a temperatura ambiente y posteriorn‘iente se centrifugaron a
2,500 r.p.m. (1,500 g) durante 15 minutos. El suero colectado se almacend a -20° C hasta el
momento de las determinaciones hormonales. Los tejidos se homogeneizaron el mismo dia del

experimento.

5.3 Diseccion y Homogeneizacion de los Tejidos.

Todos los tejidos se disecaron en frio (4° C). Para la diseccion del hipotalamo se tomé
como referencia las siguientes estructuras: 1) hacia adelante, el borde posterior del quiasma
optico; 2) hacia atras, los cuerpos mamilares, 3} hacia los lados, los surcos hipotalamicos, 4) y

el piso del 3er ventriculo como limite de 1a profundidad del corte (Palkovits y Brownstein 1988).
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La glandula hipéfisis se disecd de manera completa (I6bulos anterior, medio y posterior). Las
glandulas suprarrenales se limpiaron perfectamente bien de grasa y del tejido conectivo
adjunto. La homogeneizacion se llevé a cabo en frio (4°C) y se utilizé como amortiguador TRIS-
HCL pH 7.6, adicionado con sacarosa (0.25 M) e inhibidores de proteasas (aprotinina, 0.2 U/ml
y PMSF, 1.0 uM). Todos los tejidos se homogeneizaron en una proporcion 1:10 peso / volitmen.
El hipotalamo se proceso con la ayuda de un homogeneizador eléctrico (Polytron, velocidad
media), mientras que las hip&fisis y las suprarrenales se procesaron con un homogeneizador
manual. Los homogenados “crudos” se centrifugaron a 12,500 rpm (10,000 g) durante 10 min y
el sobrenadante se almacend a -70°C, hasta el momento de la cuantificaciéon de la actividad

enzimatica.

5.4 Procedimientos Quirurgicos.

Las cirugias se llevaron a cabo bajo anestesia generai con pentobarbital sédico (4
mg/100 g de peso, intraperitoneal) y en el caso de la tircidectomia con la ayuda de un

microscopio de diseccion, de acuerdo a la técnica descrita por Waynforth y Flecknell (1992).
« Tiroidectomia (TX).

La rata se colocd sobre una tabla de diseccion, y con una navaja de diseccidn se realizé
una pequena incisién en la piel del cuello a la altura de la linea media ventral. Las glandulas
salivales se retiraron hacia uno y otro lado para exponer la traquea y la glandula tiroides. Se
impié Ié zona dejandola libre de restos de tejido conectivo, musculo y grasa. Posteriormente se
realizd una pequefia incision en el istmo de la glandula y se extirpd de manera independiente
uno y otro lobulo. Durante el periodo postoperatorio las ratas se mantuvieron con una solucién
ad libitum de cloruro de calcio (1%), debido a que la cirugia también incluye a la glandula
paratiroides. El grupo de animales falsos tiroidectomizados (Falsos-TX), se sometio al mismo
procedimiento quirdrgico solo que no se extirpd la glandula. El éxito de la TX se corroboré

cuantificando los niveles circulantes de HT, y registrando el peso corporal.
« Adrenalectomia Bilateral (ADX).

La rata se colocé en posicion decubito ventral. Se realizé una incisién central (1-2 cm) a

la altura de la linea media paravertebral. Con la ayuda de tijeras y pinzas se fue disecando poco
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a poco el tejido conectivo y el musculo hasta llegar a la cavidad peritoneal. La remocién de las
glandulas se efectud jalandolas desde su base. El procedimiento para la diseccion de una y
otra glandula fue exactamente el mismo, teniendo precaucion de no dafar el higado y los
rifones. Después de la cirugia todos los animales se mantuvieron con una solucién ad libitum
de cloruro de sodio (0.9 %) en el agua para beber, durante el tiempo que duré el estudio (21
dias). Este suplemento incrementa la esperanza de vida y mejora el estado cardiovascular
(Imms y Neame, 1973). También se formd un grupo de animales falsos adrenalectomizados
(Falsos-ADX), los cuales se sometieron al mismo procedimiento quirtrgico pero no se les
extirparon las glandulas. La efectividad de la cirugia se verificd por la examinacién visual en el
momento de la autopsia y por la ausencia de niveles detectables de corlicosterona (CORT)

circulante.

5.5 Disefio Experimental.
e Administracion aguda de 1SO en ratas intactas (INT).

A un grupo de animales INT se les administrd por via subcutanea una dosis Gnica de
ISO (1.0 mg / kg peso), los animales se sacrificaron 0:30, 1:30 y 3:00 h después de la
administracion. A los animales control se les administré el vehiculo (VEHY* y se sacrificaron a
los tiempos previamente sefalados. Posteriormente se realizd un segundo experimento en el
cual se administraron 2 dosis de 1SO. Entre la primera y segunda administracion hubo una
diferencia de 2 h. Los animales se sacrificaron 1:30 y 3:00 h después de la ultima

administracion. Para cada uno de los tiempos se contd con un grupo control.
¢ Administracion aguda de ISO en ratas TX y reemplazadas con T4 (TX+T4).

Para este estudio se ufilizaron animales con 2 semanas (14-16 dias) de TX. Se
formaron tres grupos experimentales. Los animales del primer grupo fueron mantenidos en

condiciones de hipotiroidismo durante todo el estudio. Al segundo grupo se le administré una

*El ISO se disolvié en un volumen minimo de 4cido clorhidrico (0.01 N) y se aforé al volumen requerido
con solucién salina. A esta solucidn se le adiciono 4cido ascérbico (1.0 mg / ml) como antioxidante
(0.1%).
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dosis diaria de 1.3 pg/100 g peso de T4** y al tercer grupo una dosis diaria de 13 pg/100 g peso
de T4. Ambos tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal, durante 8 dias. Todos
los animales fueron sacrificados en la tercer semana post-cirugia. Previamente a esto, a la
mitad de cada grupo se le administrd una dosis unica de ISO (1.0 mg / kg peso) y la otra mitad
* recibio el VEH". Los animales fueron sacrificados 1:30 min después de dicha administracién.

¢ Administracion aguda de ISO en ratas ADX y reemplazadas con CORT
(ADX+CORT).

Se contd con un grupo control ADX al cual se le administrd un placebo (cotesterol). El
remplazo de CORT se efectud el mismo dia de la cirugia, mediante un implante subcutaneo de
pelfets*** de CORT en la base del cuello. Se utilizaron dosis de 50 y 200 mg de CORT. Los
pellets estan disefiados de tal forma que el producto neto (mg) es liberado de manera
constante en un lapso de 21 dias. En estos grupos de animales también se analizo el efecto de
la administracién aguda de {SO (1.0 mg / kg peso). Los animales fueron sacrificados 21 dias

después de la cirugia; 1:30 h después de la Gitima administracion de 1SO.

» Aminoglutetimida (AGT) y actividad D-ll suprarrenal.

La aminoglutetimida**** es un compuesto que inhibe la produccién de giucocorticoides y
se utilizé para analizar el efecto de la ausencia de CORT sobre la actividad D-il suprarrenal. Se
utilizaron dos diferentes esquemas de administracion. 1) Un grupo de animales recibié por via
subcuténea una dosis unica de aminoglutetimida (10 mg /100g) y se sacrificaron 2:0 h después.
2) A un segundo grupo se les administré la misma dosis (10 mg /100g), cada 12 h, durante 3
dias consecutivos, los animales se sacrificaron 2:0 h después de la uitima administracién. A los

animales control se les administré buffer de acetato como vehiculo.
**].a T4 fue disuelta en una solucién de NaQH 0.02 N, y fue aforada al volumen requerido con solucion
salina fisiologica (0.9 %).

*+* | os pellets son de consistencia sélida y estan compuestos de una mezcla de corticosterona/colesterol,
las proporciones de uno y otro componente dependen de la dosis.

*#*++ E] Fosfato de aminoglutetimida se disolvié en un buffer de acetato a pH 4.0
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5.6 Métodos Analiticos.

Todos estos métodos han sido previamente estandarizados en el laboratorio, por lo que

a continuacion se resumen de manera breve.

« Radiomarcaje de Tiroxina (‘*°I-T4).

Para el ensayo enzimatico de la actividad D-1I utilizamos T4 marcada con yodo 125 ('%)-
T4) obtenida de una fuente comercial (1250 uCi/ug), o bien, hormona marcada en el laboratorio
mediante la técnica de la cloramina T (Kochupilla y Yallow 1978). Para la yodacién se utilizé 1.0
mCi de "I-Na (17.4 mCi/ug) y un 1.0 pg de T3 (Henning Co, Berlin). La ***I-T4 producida se
purificd por el método de cromatografia descendente en papel utilizando un sistema: Ter Amil
Alcohol: Amonio (2N): Hexano. 5; 6:1. Obtuvimos una actividad especifica entre 800-1000

pCi/ug.
» Purificacion de la Hormona.

Para tener la certeza de que el yodo liberado y cuantificado en el ensayo enzimatico es
el producto de la actividad D-ll y no de la radidlisis de la hormona, fue necesario antes de cada
ensayo “limpiar” la hormona del yodo libre. La purificacién se realizé por medio de una
cromatografia de intercambio idnico utilizando columnas de Sep-Pack C-18. En los ensayos

anicamente se utilizo el trazador cuya proporcion de yodo libre (*#°1) fue < 2.0 %

¢ Actividad Desyodativa. Técnica de Liberacion de Radio-Yodo.

El fundamento de esta técnica se basa en la cuantificacion de yodo libre (**°1), producido
por la desyodacion del sustrato preferencial. Para los tejidos con actividad D-11 se utiliza T4
('%T4 - T3 + '®I) como sustrato. En todos los ensayos se trabajé con una fraccion microsomal
semicruda y el procedimiento fue el siguiente. Los tejidos se centrifugaron a 10,000 g, durante
15 min. De cada uno de los tejidos se tomaron 50 ul del sobrenadante (100-250 ng proteina),
los cuales fueron incubados con 50 pl de una mezcla radiactiva que contiene el sustrato
marcado ('?°I'T4, 20M, ~ 100,000 cpm). En los ensayos de hipotalamo y de suprarrenal, se

adicioné una concentracion final 38 y 18 nM de T4 no marcada (Henning, Berlin). En la mezcla
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radiactiva también se adicioné el DTT {concentracién final 20 mM), el PTU (concentracién final
1.0 mM) y la T3 no marcada (concentracion final 0.5 uM). E! DTT se utiliza como cofactor y e!
PTU se adiciona con el propésito de inhibir la actividad D-l, y cuantificar exclusivamente la
actividad D-Il. La T3 se adiciona con el fin de evitar que la T4 marcada sea desyodada a T3,
en aquellos tejidos como el hipotalamo que poseen actividad D-1il (Kaplan y Yaskosky, 1980).
En todos los tejidos, la incubacién se llevé a cabo a 37°C, durante 3:0 horas. Esta metodologia
se encuentra estandarizada en el laboratorio (Luna et al, 1995a; Guzman, 1995). Para detalles

sobre la validacion de la metodologia, revisar el articulo 1 del apéndice 2.

Transcurrido el tiempo de la incubacién, la reacciéon se detuvo adicionando 50 pl de
suerc normal de bovino y 350 pl de acido tricloroacético (10 %). Esta mezcla se centrifugé a
2,500 r.p.m. (1500 g) durante 10 min y el sobrenadante se pas® a través de una resina de
intercambio catidnico (Dowex 50 W-X2) activada con acido acético al 10 %. El yodo liberado
('"®I) fue eluido-con 2.0 ml de acido acético y posteriormente se contd en un espectrometro
gamma (Beckman, Gamma). Los resuitados de la actividad enzimatica se expresan como fmol

o pmol | liberado/ mg proteina/ h.
¢ Radioinmunocanalisis.

Por medio de esta técnica se midieron los niveles circulantes de T3 en el suero. En
todas las mediciones se utilizé suero hipotiroideo de rata en la curva estandar. El intervalo de
concentraciones de la curva estandar fue de 6.5 a2 500 ng /dl. Como antigeno ¢ trazador

*)-T3 (1500 pCi/ug). Las condiciones de ensayo fueron las siguientes: 100

radiactivo se utilizo
i del eétéﬁdar, 50 ul de suerc problema, 100 pi de anticuerpo (1:3000) y 100 pl de hormona
marcada (10,000 cpm =~ 10 pg). La incubacién se llevé a cabo a 4°C, durante 24 h. Para la
separacién de las fracciones unida y libre, el ensayo se incub6 a temperatura ambiente, durante
1.0 h, con 50 ul de segundo anticuerpo (antigama globulina de conejo) y suero normal de
conejo. Una hora después de esta Ultima incubacion todas las muestras se centrifugaron a
2,300 r.p.m. (1500g X 30 min a 4°C). Posteriormente se decantd el sobrenadante y ambas
fracciones (sobrenadante/precipitado) se contaron en un espectrometro gamma (detalles del

método: Aceves et al, 1982).
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¢ Ensayo Competitivo de Unién a Proteina.

- Este método permite cuantificar los niveles de corticosterona endégena sin purificacién
previa. El intervalo de concentraciones de la curva estandar fue de 1.0 a 32 ng/tubo. De los
sueros problema los esteroides se extrajeron con diclorometano en una proporciéon 1:25 (viv),
una vez separada y evaporada la fase organica, el residuo se resuspendio en un amortiguador
de fosfatos (0.01M) pH 8.0. El coeficiente de recuperacion fue del 784 + 9.2 %. Las
condiciones del ensayo fueron las siguientes: 500 pl de estandar o suero problema, 100 ul
suero rico en transcortina 0 CBG (del inglés corticosterone binding globulin) obtenido de ratas
tratadas con estréogenos y 100 ul *H-Cortisol (10,000 cpm). La incubacién se llevd a cabo
durante 24 horas, a 4°C. Para la separacion de las fracciones unida y libre se utilizd una resina

de intercambio iénico de DEAE-celulosa (detalles del método: Luna et al, 1990).
+ Cuantificacion de Proteinas.

Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizé el
reactivo de BIO-RAD y BSA como estandar de referencia. La curva estandar se construyé en

un intervalo de proteinas de 10-100 pg. Se utilizé de 5 a 10 pg de muestra.
5.7. Anaélisis Estadistico.

Los resultados se analizaron con un analisis de varianza {ANOVA) de dos vias
(tratamiento vs grupo), seguidos por la prueba-de comparacién multiple de Newman-Keuls. En
los casbs en que no hubo una interaccion significativa de factores, los datos se analizaron con
una prueba de ANOVA de una via. En algunos experimentos las varianzas no fueron
homogéneas, por lo que las pruebas estadisticas se realizaron utilizando los datos
transformados (raiz cuadrada). Se consideraron significativas las diferencias menores de P =
0.05. Los analisis se realizaron con la ayuda de un programa de computacién (Sigma Stat,

Jandel Corporation. Version 1.0, 1994).
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V. RESULTADOS - DISCUSION

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que la actividad D-Il del eje
HHS se modifica en aquellas situaciones fisioldgicas en las que el tono simpatico esta
aumentado; como son: la exposicion aguda al frio (Anguiano et al, 1991; 1995), ia lactancia,
el ayuno y la sobrealimentacion (Aceves et al, 1994). Estos hallazgos no resultan del todo
sorprendentes, si consideramos que cada uno de los componentes de este eje recibe una
rica influencia adrenérgica; tanto por su inervacion (Sawyer y Clifton 1980; Bjorklund et al,
1970; Tomlinson y Coupland 1990), como por la presencia de receptores adrenérgicos
(Rainbow et al, 1984; De Souza 1985; Lightly et al, 1990; Vizi et al, 1992; Bornstein et al
1994, Clarkson et al, 1994). Con base en lo anterior y considerando que el SSA juega un
papel importante en la regulacién de la actividad D-ll, el objetivo inicial de este trabajo, fue
explorar la influencia que la estimulacién (3-adrenérgica ejerce sobre la actividad enzimatica

de animales INT.

Los 3 principales componentes del eje: el hipotalamo, la hipdfisis y la glandula
suprarrenal, poseen una poblacion heterogénea de receptores beta (Rainbow et al, 1984;
Lightly et al, 1990; Vizi et al, 1992; Bornstein et al 1894). Por lo tanto, y como una primera
aproxifnacién a este enfoque, se investigo el efecto que la administracion de un agonista
beta no selectivo (ISO) ejerce sobre la regulaciéon de dicha enzima. La dosis de ISO
empleada fue de 1.0 mg / kg peso, ya que estudios /n vivo muestran que esta concentracion
representa la dosis éptima con la cual se obtiene una maxima actividad D-Il en otros tejidos

(Guerrero y Reiter, 1992; Osuna et al, 1993; Rubio et al, 1991 Molinero et al, 1995; Soutto et
al 1996).

6.1 CURSO TEMPORAL DE LA ACTIVIDAD D-ill EN RESPUESTA A LA
ADMINISTRACION DE ISO.

Hipotalamo. Los resultados de la Fig. 5 muestran que bajo el esquema de
administracion empleado, [a administraéién unica (A) o repetida (B) de ISO, no tuvo ningtin
efecto sobre la actividad D-ll basal del hipotalamo de los animales INT. Sin embargo, Ia
administracién del agonista beta evitd el incremento enzimatico transitorio (1:30 o 3:00 h)

provocado por la administracion del VEH.
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FIGURA 5. Curso temporal de la actividad D-Il hipotalamica en respuesta a la
administracion unica (A) o repetida (B) de 1SO. Los resultados representan el X £ E.E. (n
= 4-7 ratas / grupo). Los resultados se analizaron con un andlisis de ANOVA de 2 vias
(grupo y tiempo). Grafica superior F= 2.96, P= 0.03. Grafica inferior F = 3.90, P = 0.03. Las
diferencias entre grupos se determinaron por el Método de Newman-Keuls. * P < 0.05
respecto al grupo INT o INT +1SO.
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Estos resultados sugieren que ia produccion hipotalamica de T3 generada a partir de
la actividad D-Il, participa en la respuesta de estrés post-manipulacion. Este hallazgo esta
de acuerdo con los estudios recientes de Baumgartner (1998), los cuales muestran que en
la rata la actividad D-Il hipotalamica aumenta en respuesta a la inyeccion ip de solucion
salina fisiologica. Esta respuesta enzimatica no se restringe unicamente al hipotalamo, pues
otras areas del SNC también exhiben cambios significativos en la actividad D-li
(Baumgartner et al, 1998), asi como en las concentraciones intracelulares de T3 (Friedman
et al, 1999). En este sentido, nuestros resultados amplian estas observaciones y sugieren
que la respuesta enzimatica pudiera estar mediada por mecanismos adrenérgicos. La
nocién de que el eje HHT participa en las respuestas de esfuerzo o estrés, es novedosa y
contraria a los -conceptos clasicos de la neuroendocrinologia. Sin embargo, es evidente que
se requieren mas estudios, para determinar el papel fisiolégico, que los receptores beta

adrenérgicos ejercen en el control de la actividad D-II.

Glandula Hipofisis. Los resultados de la Fig. 6-A, muestran que a diferencia de lo
observado en el hipotdlamo y en la glandula suprarrenal (Figs. 5-A y 7-A respectivamente),
la administracion Gnica de ISO se acompand de un incremento significative en la actividad
D-ll hipofisiaria {1:30 min). Hasta donde sabemos, este es el primer estudio in vivo en donde
se reporta un efecto activador del ISO sobre la actividad D-11 hipofisiaria y esta de acuerdo
con los estudios de Sung-Wood (1988), los cuales muestran un aumento discreto pero
significativo en la expresién de la actividad D-II hipofisiaria, en células estimuladas con AMP

ciclico.

~ En contraste, encontramos que la administracion repetida del agonista beta no tuvo
ningun efecto sobre la actividad desyodativa (Fig. 6-B). Es probable que la falta de
resbuesta enzimatica observada en este grupo, se deha a un proceso de desensibilizacion
B-adrenérgico, inducido por la administracion repetida del agonista beta. Este fendmeno ha
sido ampliamente estudiado en diversos tipos celulares (Hausdorff et al, 1990; Collins, 1993;
Barnes, 1995) y‘se ha observado que en células hipofisiarias de raton, la desensibilizacion
ocurre a corto plazo (Heisler et al, 1983). Mas adln, estudios in vivo muestran que la
administracion aguda de I1SO (1.0 h) se acompafia de una disminucién rapida en la actividad
de la adenilato ciclasa (Lecrivain et al, 1988); y se ha propuesto que es la fosforilacion del
receptor beta, el mecanismo inicial por medio del cual el receptor se desacopla de las
proteinas G estimuladoras (Gs) (revision: Hausdorff et al, 1990; Barnes, 1995). Sin
embargo, para sustentar esta hipotesis, es necesario determinar si en este estudio, la

administracion repetida de ISO se acompafia de una disminucion en los niveles
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intracelulares de AMPc, o de una disminucién en la actividad de la enzima adenilato ciclasa.
Dentro de este mismo contexto, se sabe que los receptores B2 representan el subtipo beta
mas propenso a la desensibilizacién a corto plazo (revision: Hausdorff et al, 1990; Collins,
1993) y correlaciona con el hecho de que la glandula hipdfisis los posee en mayor
abundancia (De Souza, 1985).

En diversos tejidos se ha investigado el efecto que la administracion de ISO ejerce
en la regulaciéon de la actividad D-ll, sin embargo; nuestros resultados contrastan en
algunos aspectos con lo reportade en la literatura. Por ejemplo, nosotros encontramos que
la administracion de ISO aumenta la actividad D-ll hipofisiaria en un lapso de 1:30 h;
mientras que para la glandula pineal y el timo, se ha reportado un incremento significativo
.3:00 h después de la administracién del agonista (Murakami et al, 1988a; Molinero et al,
1995; Soutto et al 1996). También encontramos que la administracion repetida de 1SO no
tuvo ningan efecto sobre la actividad D-Il hipofisiaria, mientras que con este esquema de
administracion se ha reportado un aumento de la actividad enzimatica en las glandulas
pineal (Osdna et al, 1993) y Harder (Rubio et al, 1991). Es probable que estas diferencias
se deban a \}arios factores: 1) la vida media de la enzima D-Il, 2) a la velocidad con la cual
el 1ISO se distribuye en los tejidos, asi como 3) a la presencia de diferentes subtipos y/o

- nimero de receptores beta adrenérgicos.

Glandula Suprarrenal. Los resultados de la Fig. 7 muestran que al igual que el
hipotalamo (Fig. 5), la actividad D-II suprarrenal no responde a la administracion tnica (A) o
repetida (B) de ISO; pero si lo hace a consecuencia de la manipulacion provocada por la
administracion del VEH e incluso con una latencia de respuesta semejante (1:30 min),

La falta de respuesta de la actividad D-ll a la administracion del agonista beta, no
resulta sorprendente, sin consideramos que en condiciones basales el nervio esplacnico
(colinérgico) constituye el principal modulador de la actividad D-Il suprarrenal (Anguiano et
al, 1995). Sin embargo, nuestros resultados muestran que si bien la administracion de 1SO
no tuvo ningun efecto sobre la actividad D-Il basal, la administracién del agonista inhibié el

aumento de la actividad D-1l provocado por ta administracion del VEH.
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FIGURA 6. Curso temporal de la actividad D-ll hipofisiaria en respuesta a la
administracién dnica (A) o repetida (B) de ISO. Los resultados representan el X + E.E. (n
= 4-7 ratas / grupo). Los resultados se analizaron con un analisis de ANOVA de 2 vias
(grupo y tiempo). Grafica superior F = 6.70, P = 0.015. Grafica inferior F = 0.450, P = 0.648.
Las diferencias se determinaron con la prueba de Newman-Keuls. * P < 0.05 respecto al
grupe INT o INT + VEH.
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FIGURA 7. Curso temporal de la actividad D-ll suprarrenal en respuesta a la
administracion Unica (A) o repetida (B) de ISO. Los resultados representan el X + E.E. (n
= 4-7 ratas / grupo). Los resultados se analizaron con un andlisis de ANOVA de 2 vias
(grupo y tiempo). Grafica superior, F = 5.50, P = 0.001. Gréafica inferior, F = 0.155, P =
0.857. Las diferencias entre grupos se determinaron con la prueba de Newman-Keuls. * P <
0.05 respecto al grupo INT o INT + ISO.

50




I ———————T

Por otra parte, los resultados de la Fig. 8 muestran que a diferencia del hipotalamo y
de la glandula suprarrenal (Figs. 5-A y 7-A respectivamente), la administracién nica del
VEH no tuvo ningln efecto sobre la actividad D-il del cerebelo, ni del tejido adiposo café.

Efecto de la Administracion del VEH
sobre la Actividad D-Il

20+
- Cerebelo
© 15- TepgloAdlposo
= Café
3
5 10- _
o))
Sl dEm _E\ =F -
3 e e
E o
0 0:30 1:30 3:00
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FIGURA 8. Curso temporal de la actividad D-II del cerebelo y del tejido adiposo café
en respuesta a la administracién unica de VEH. Los resultados representan el X + E.E. (n
= 4-7 ratas / grupo). Para el ensayo enzimatico de estos tejidos se utilizaron las siguientes
condiciones: 300 ug de proteina, 2 nM de "**-T4, 20 mM de DTT y 1.0 mM PTU.

Eje HHS en animales INT. En conjunto, los hallazgos de estos experimentos nos
han llevado a proponer lo siguiente: 1) La actividad D-Il aumenta de manera selectiva en
aquelias estructuras directamente involucradas con la respuesta de estrés (v.gr. hipotalamo
y suprarrenal), sugiriendo la participacion del SSA en la regulacion de dicha enzima. 2) Los
efectos del ISO sobre [a actividad D-ll, probablemente estan mediados por la participacion

de mecanismos B-adrenérgicos.
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6.2- INFLUENCIA DEL HIPOTIROIDSMO EN LA RESPUESTA DE LA ACTIVIDAD
D-ll A LA ADMINISTRACION DE ISO.

El siguiente objetivo de la tesis fue evaluar si el hipotiroidismo modifica la respuesta
de la actividad D-l a la estimulacién B-adrenérgica. Debido a que en los animales intactos la
manipulacion aguda del animal se acompafnd de cambios significativos en la actividad D-II
hipotalamica y suprarrenal (ver: Figs. 5 y 7), decidimos en los estudios subsecuentes
evaluar el efecto del estrés quirdrgico sobre la actividad desyodativa, por lo tanto, utilizamos
animales Falsos-TX como grupo control. Todos los animales recibieron una dosis Unica de

ISO y fueron sacrificados 1:30 h post-administracion.

El estado hipotircideo de las ratas fue determinade mediante la valaoracion de los
niveles circulantes de T3 y la ganancia de peso corporal. Los resultados de la Fig. 9-A
indican que al cabo de 3 semanas de TX, disminuyen significativamente la ganancia de
peso corporal y las concentraciones de T3 circulante. Por otro lado, nétese que en los
animales TX que recibieron reemplazo hormonal {TX + T4), s6lo la dosis mayor de T4 (13.0
ug) restaurd los niveles de T3 a valores semejantes a los encontrados en el grupo controi
(Falsos-TX). Nuestros resultados indican que este incremento en los niveles circulantes de
T3, fue paralelo a un aumento significativo en la actividad D-l hepatica (ver: Fig. 9-B)
(Kaplan y Utiger 1978; Berry et al, 1990). Esta asociacién concuerda con el hecho de que la
actividad D-1 hepatica representa la principal fuente generadora de T3 (80 %) a la
circulacion (Silva et al, 1984). Por otra parte, nétese que ninguna de las dosis de T4
empleadas fue suficiente para restaurar la ganancia de peso corporal a valores semejantes
a los del grupo control Falsos-TX. Esto probablemente se debe a que las hormonas
tiroideas no regulan el crecimiento corporal de manera directa, sino por medio de sus bien
conocidos efectos en las concentraciones plasmaticas e hipofisiarias de la hormona de

crecimiento o GH (Hervas, et al 1975).

Hipotalamo. Los resultados de la Fig. 10 muestran que en contraste con lo
observado en animales INT (Fig. 5), el estrés provocado por la administracién de! VEH, no
tuvo ningtin efecto sobre la actividad D-1l de los animales Falsos-TX. Es probable que esta
falta de respuesta de la actividad D-1l se deba a un proceso de desensibilizacion, ya que los
animales Falsos-TX fueron manipulados diariamente (recibieron VEH / durante 8 dias). Sin
embargo, es evidente que se requieren mas estudios para determinar los factores y

mecanismos que participan en esta regulacion.
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FIGURA 9. Ganancia de peso corporal y niveles circulantes de T3 {A). Los resultados
représentan el X £+ E.E. (n = 5-10 ratas / grupo). El analisis estadistico se realizo con una
prueba de ANOVA de 1 via. Posteriormente se utilizé un analisis de comparacion mdltiple
(Newman-Keuls). * P < 0.05 vs Falsos-TX. Relacién entre los niveles circulantes de T3 y
la actividad D-l hepatica {(B). La actividad D-l hepatica se cuantificé utilizando las
siguientes condiciones de ensayo: 100 pg proteina, 2nM "*°I-rT3 y 5mM DTT. Incubacion 1.0
ha37°C.

Por otro lado, los resultados de la Fig. 10 muestran que los animales TX tratados con
VEH, presentaron un aumento significativo de la actividad D-Il hipotalamica. Este resultado,
confirma hallazgos previos de nuestro (Anguiano et al, 1995) y otros laboratorios; los cuales
muestran que durante el hipotiroidismo aumenta la expresion (mMRNA) y la actividad D-II,
tanto del hipotalamo (Riskind et al, 1987; Tu et al, 1997) como de diversas regiones del
SNC (Kaplan et al, 1981; Croteau et al, 1996). Se ha propuesto que estos cambios opuestos

que ocurren entre la elevada actividad D-Il y los reducidos niveles de hormonas tiroideas
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(hipotiroidismo); forman parte de un mecanismo homeostatico compensador, para preservar
las concentraciones intracelulares de T3 en el cerebro (revision: Leonard y Safran 1994). La
terapia substitutiva con 13.0 pg de T4, redujo significativamente la actividad D-ll a valores
semejantes a los del grupo control (Falsos-TX). Existen evidencias que indican que dicha
reduccidon en la actividad D-ll, se debe a que la T4 reduce la vida media de la enzima de
manera casi inmediata (revision: Leonard y Safran 1994). La T4 actia sobre los filamentos
de actina, promoviendo su polimerizacion y consecuentemente la endocitosis de ila

subunidad catalitica de la enzima D-Il {revisién: Leonard y Safran 1994; Farwell et al, 1996).

Hipotalamo
P J VEH
> —  1SO
c *
‘5 100- %
£ 1
& # 1
e 50 % 1
— = -+ % 2 ‘I—|
e . LZ an

Falsos-TX TX TX+ T4 TX+ T4
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FIGURA 10. Influencia del hipotiroidismo sobre la respuesta de la actividad D-ll
hipotalamica a la administracién de 1SO. Los resultados representan el X £ E.E. {n = 4-7
ratas / grupo). El analisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA de 1 via.
Posteriormente se utilizd un analisis de comparacion multiple (Newman-Keuls). * P < 0.05 vs
VEH, # P £ 0.05 vs ISO.

Los resultados de la Fig. 10 muestran que al igual que los animales INT (Fig.5) y
Falsos-TX, la administracién de I1SO no tuvo ningun efecto diferente al del VEH sobre la
actividad D-ll de los animales TX {hipotiroideos). Este hallazgo es consistente con el hecho
de que el hipotiroidismo, reduce significativamente la densidad de los receptores B1 y p2-
adrenérgicos en algunos nucleos hipotalamicos como el supraquiasmatico, el predptico y el

ventromedial (Vessotskie et al, 1993). Sin embargo, nétese que en los animales
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reemplazados con la dosis minima de T4 (1.3 pg), la administraciéon de 1SO favorece el
descenso en la actividad D-Il. Estos resultados sugieren que ademas de las hormonas
tiroideas, los receptores -adrenérgicos pudieran participar en la regulaciéon de la actividad

D-Il hipotalamica.

Glandula Hipéfisis. En la Fig. 11 se compara el efecto que la administracién de
ISO ejerce sobre la actividad D-li y se observa que a diferencia de los animales INT (Fig. 6);
la administracidon de ISO no tuvo ningun efecto sobre la actividad desyodativa de los
animales Falsos-TX, ni de los animales TX. Parte de estos resultados, sustentan la
propuesta de que la manipulacién crénica, inhibe la respuesta aguda de la actividad
desyodativa, ya sea a la administracién de VEH o ISO. Por otra parte, la elevada actividad
D-li HF observada en los animales TX (Fig.. 11), es acorde con el bien conocido efecto del
hipotiroidismo sobre la regulacion enzimatica (Visser et al 1983). El reemplazo con la dosis
menor de T4 (1.3 ng), “permitio” que el ISO estimulara la actividad D-1I HF. Estos hallazgos
sugieren fuertemente que el hipotiroidismo modifica la respuesta de la actividad D-lI
hipofisiaria a la administracién de ISO, probablemente modulando la respuesta B-

adrenérgica.

Hipdfisis
£ 1907 ; /‘T: 3 VEH
:‘é / 4 [ ISO
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1.3 ug 13 .0 ng

FIGURA 10. influencia del hipotiroidismo sobre la respuesta de la actividad D-l|
hipofisiaria a la administracion de 1SO. Los resultados representan el X + E.E. (n = 4-7
ratas / grupo). El analisis estadistico se realizd con una prueba de ANOVA de 1 via.
Pasteriormente se utilizé un analisis de comparacion multiple (Newman-Keuls). * # P < 0.05.
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Glandula Suprarrenal. Los resultados de la Fig. 12 muestran que a semejanza
con el hipotalamo (Fig. 10), la administracion del VEH no tuvo ningun efecto sobre la
actividad D-ll de los animales Falsos-TX. Estos resultados confirman la evidencia previa
observada en el hipotalamo, de que la'manipulacion cronica evita la activacion aguda de la
D-ll, provocada por la administracién del VEH. Como era de esperarse y en concordancia
con lo observado en el hipotalamo (Fig. 10) y en la hipéfisis (Fig. 11), el hipotiroidismo
(animales TX) provocé un aumento significativo en la actividad D-Il suprarrenal (Fig. 12). En
los animales TX reemplazados con T4, dicho aumento fue revertido a valores basales. Estos
resultados confirman hallazgos previos de nuestro laboratorio, los cuales muestran un
incremento de la actividad enzimatica suprarrenal en respuesta al hipotiroidismo primario o
secundario (hipofisectomia) (Luna et al, 1995; Anguiano et al, 1995). Por ofra parte, es
notable que la administraciébn de ISO incrementa significativamente la actividad D-ll
suprarrenal de los animales TX. Estos resultados sugieren que a diferencia de los animales
INT, la estimulacion beta adrenérgica pudiera participar en la regulacidn de la actividad D-l|
de los animales hipotiroideos. Hasta donde sabemos, no existen evidencias del efecto del
hipotiroidismo sobre la respuesta beta adrenérgica de la glandula suprarrenal. Sin embargo,
es factible proponer que a semejanza con los hepatocitos de ratas hipotiroideas (Malbon,
1980}, en la glandula suprarrenal ocurra un incremento en el nimero o sensibilidad de la
respuesfa beta adrenérgica. Por otro lado, se ha documentado que durante el hipotiroidismo
ocurre un incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico (Silva, 1996), y que a
nivel central los receptores beta adrenérgicos, estan involucrados en la estimulacion
colinérgica del eje HHS (Bugajski et al, 1998). Por lo tanto, resulta plausible proponer que la
interaccion periférica de los sistemas colinérgico y adrenérgico, pudiera ser determinante en

la regulacion de la actividad D-II.

Eje HHS en animales TX. Los resultados de este experimento nos permiten
sugerir que los efectos organo - especificos del ISO observados en este estudio, son
dependientes del estado funcional tiroideo y probablemente estan mediados por los

receptores B-adrenérgicos.

Por otra parte, y debido a que la secrecion de glucocorticoides es un elemento
importanté de la activacion del SSA, el siguiente objetivo de esta tesis fue analizar ia
influencia que estos esteroides ejercen sobre la actividad desyodativa. Por 1o tanto, en
experimentos subsecuentes recurrimos al modelo experimental de la ADX y del reemplazo
hormenal, con el objetivo de explorar el papel conjunto que la corticosterona (CORT) y los

receptores beta adrenérgicos ejercen en la regulacién de la actividad D-1.
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FIGURA 12. Influencia del hipotiroidismo sobre la respuesta de la actividad D-ll
suprarrenal a la administracién de ISO. Los resultados representan el X + E.E. (n = 4-7
ratas / grupo). El analisis estadistico se realizd con una prueba de ANOVA de 1 via.
Posteriormente se utilizé un analisis de comparacion muitiple (Newman-Keuls). * # P < 0.05.

' 6.3- INFLUENCIA DEL HIPOCORTISOLISMO EN LA RESPUESTA DE LA
ACTIVIDAD D-ll A LA ADMINISTRACION DE ISO..

Los resultados de la Fig. 13 muestran que a diferencia de los animales Falsos-TX,

los animales Falsos-ADX presentaron niveles elevados en las concentraciones circulantes

de CORT. Estos resultados sugieren que existe una especificidad de la respuesta adrenal,

dependiendo de! tipo de cirugia. Estudios clinicos y experimentales muestran que los niveles

de CORT retornan a niveles basales, durante las primeras 72 horas posteriores a una

cirugia tiroidea o abdominal (Udelsman et al 1987a; Naito et al, 1991). Sin embargo, el

modelo experimental del Falso-ADX, difiere de otros tipos de cirugia (ej: laparotomia), en el

sentido de que ambas glandulas fueron manipuladas. Al respecto, existen evidencias de que

la sola manipulacién de una de las glandulas, provoca un incremento en el peso de la

glandula contralateral (no estimulada), mediado por la activacién de mecanismos neurales

(Dallman et al, 1976). Por lo tanto es factible proponer, que las diferencias en los niveles de
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CORT quizas se deban a la instalacion de alguno de estos mecanismos neuroend6crinos.
Como era de esperarse, los resultados de la Fig. 14 muestran que la ADX crénica (21 dias)
se acompafd de una reduccion significativa en los niveles circulantes de CORT, asi como
en la ganancia de peso corporal. La ADX disminuyé 5 veces la concentraciéon del esteroide y
en los animales que recibieron la terapia substitutiva, los niveles de CORT fueron mayores
que los de los animales INT. Sin embargo, llama la atencién que estos valores no sean, ni
mas elevados que los presentados por los animales Falsos-ADX, ni proporcionales a la
cantidad del esteroide administrado. Probablemente esto se debe al catabolismo provocado
por las altas concentraciones de glucocorticoides. En condiciones normales basales, el 95
% de los glucocorticoides circulantes se encuentran unidos a la transcortina o CBG (del
inglés corticosteroid binding globulin}, mientras que el 5 % circula libre (revisién: Sapolsky,
1992). Por lo tanto, es probable que en los grupos de animales tratados con el esteroide, las
concentraciones de CBG hayan permanecido constantes y consecuentemente aumente la
proporciéon de esteroide libre, asi como su velocidad de recambio. Si a esto se le anade €l
hecho de que los glucocorticoides disminuyen los niveles de CBG en la circulacién, porque
alteran su vélocidad de produccién y degradacién (Schelechte y Hamilton 1987, Frairia et al,
1988), poderﬁos explicar porque el esteroide no aumenié proporcionalmente en el

organismo.

Hipotalamo. Los resultados de la Fig. 15 muestran que a semejanza con los
animales Falsos-TX (Fig. 10), la manipulacion provocada por la administracién del VEH, no
tuvo ningln efecto en la actividad D-ll hipotalamica de los animales Falsos-ADX. Estos
hallazgos confirman y amplian la evidencia previa, respecto a que la actividad D-l
hipotalamica no responde ante un estimulo agudo, en aquellocs animales sometidos al estrés
quirdrgico y/o manipulacién. Por otra parte, nuestros resultados muestran que [a ADX, ni el
reemplazo hormonal modifican la actividad D-1 del hipotalamo de los animales tratados con

VEH. La administracion de ISO tampoco tuvo ningun efecto sobre la actividad desyodativa.

Glandula Hipofisis. Los resultados de la Fig. 16, muestran que efectivamente la
administracién de 1SO aumentd la actividad D-1l y que ni el estrés quirlrgico, ni la ADX
tuvieron efectos sobre dicha respuesta. Estos estudios estan de acuerdo con los hallazgos
de Osuna (1992) los cuales muestran que la ADX no modifica la actividad D-l hipofisiaria, y
con los estudios de De Souza (1987) los cuales indican que los glucocorticoides no
modifican el numero de receptores beta adrenérgicos en la hipodfisis. Sin embargo, estos
resultados contrastan con estudios in vitro, los cuales muestran que la estimulacion de
células hipofisiarias con dexametasona se acompafia de un incremento modesto, pero
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FIGURA 13. Comparacidn de 2 diferentes tipos de estrés quirdrgico sobre los niveles
circulantes de corticosterona (CORT). Los resultados representan el X + EE. (n =5/
grupo). Se utilizd un analisis de ANOVA de una via. Las diferencias entre grupos se
determinaron con la prueba de Student Newman-Keuls. * P < 0.05.
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FIGURA 14. Ganancia de peso corporal y niveles circulantes de corticosterona (CORT)
en animales ADX reemplazados con CORT. Los resultados representan el Xt EE. (n=5
/grupo). Se utilizd una prueba de ANOVA de una via. Las diferencias entre grupos se
determinaron con la prueba de Student Newman-Keuls. * P < 0.05.
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FIGURA 15, Influencia de los glucocorticoides sobre la respuesta de la actividad D-li
hipotalamica a Ia administracion de ISO. Los resultados representan el X + E.E. (n = 4-7
ratas / grupo). No hubo diferencias significativas.

significativo en la expresion de la enzima D-Il {(RNAm) {(Sung-Wood et al, 1998). Es evidente
que se requieren de mas estudios para determinar el papel fisiologico que los
glucocorticoides ejercen en la regulacion de la actividad D-Il. Por otra parte, los resultados
muestran que en contraste con los animales Falsos-TX (Fig. 11), fa actividad D-ll de los
animales Falsos-ADX, si respondi® a la administracion de ISO. (Fig. 16). Es posible que
estas diferencias se deban al hecho de que los animales Falsos-ADX, solo fueron
manipulados el dia del sacrificio, mientras que los animales Falsos-TX fueron manipulados

de manera previa durante 8 dias.

6.4- EFECTOS ANTIESTEROIDOGENICOS DE LA AGT SOBRE LA RESPUESTA
DE LA ACTIVIDAD D-Il SUPRARRENAL A LA EXPOSICION AGUDA AL FRiO,

Para explorar la participacién de los glucocorticoides sobre la actividad D-Il
suprarrenal, administramos una dosis Gnica y mdltiple de aminoglutetimida (AGT) a ratas
intactas. Esta droga inhibe la actividad de la enzima P450 y por lo tanto bloquea Ia sintesis
de CORT junto con la de los mineralocorticoides y andrégenos (Vanden et al, 1992). Debido
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e

a que la administracion de ISO no tuvo ningtin efecto sobre la actividad D-Il suprarrenal, en
este experimento analizamos el efecto de la administracion de AGT sobre la respuesta de la

actividad D-Il suprarrenal a la exposicién aguda al frio.

. Hipofisis
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FIGURA 16. Influencia de los glucocorticoides sobre la respuesta de la actividad D-I
hipofisiaria a la administracion de ISO. Los resultados representan el X £ E.E. (n = 4-7
ratas / grupo). El analisis estadistico se realizd con una prueba de ANOVA de 1 via.
Posteriormente se utilizé un analisis de comparacion multiple (Newman-Keuls). * P £ 0.05

Los resultados de la Fig. 17-A muestran una reduccion consistente (40 %) aunque
no significativa, en los niveles circulantes de CORT de los animales tratados con una dosis
Unica y con dosis multiples a temperatura ambiente (22°C). La administracion de AGT evito
la clasica respuesta esteroidogénica a la exposicién aguda al frio. Estos resuitados estan de
acuerdo con los bien conocidos efectos inhibidores que la droga tiene sobre la actividad de
la enzima colesterol desmolasa (Vanden et al, 1992; Dexter et al, 1967). Por otra parte los
resultados de la Fig. 17-B, muestran que el aumento en el peso de la glandula esti de
acuerdo con el incremento en los contenidos de agua, lipidos y colesterol que presentan los
animales tratados con la dosis multiple de AGT, asi como con el aumento en los niveles de
ACTH, mediado por un mecanismo de retroalimentacidn negativa (Dexter et al, 1967;
Malendowicz et al, 1992). Los resultados de la Fig. 18 muestran que el tratamiento con AGT
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se acompané de una reduccidn {no significativa) de la actividad basal D-ll suparrena! de los
animales mantenidos a temperatura ambiente (22° C). En los animales tratados con dosis
multiples de AGT, fue abatido de manera parcial pero no totalmente, el aumento agudo de
la actividad D-ll provocado por la exposicion al frio. Estos resultados sugieren que ademas
del nervio esplacnico, la corticosterona participa en la regulacién de la actividad D-ll. Este
hallazgo esta de acuerdo con estudios previos de nuestro laboratorio, los cuales muestran
un aumento en la actividad D-ll suprarrenal como respuesta a la administracién de
dexametasona (Anguiano et al, 1995).
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FIGURA 17.- Efectos esteroidogénicos (A) y troficos (B) de la administracion aguda y
repetida de AGT, en animales expuestos al frio (4° C) agudo (1.0 h). Los animales se
sacrificaron 2.0 h después de la ultima administracién. Los resultados representan el X +
E.E. Se utilizd6 un analisis de ANOVA de una via. Las diferencias entre grupos se
determinaron con la prueba de Student Newman-Keuls. * P < 0.05
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Eje HHS en animales ADX. Los resultados de estos estudios nos permiten
proponer que los glucocorticoides no participan en la regulacion de la actividad D-I}
hipotaldmica y tampoco modifican la respuesta de la actividad D-Il hipofisiaria a la
administracion de 1SO. Nuestros resultados sugieren que la respuesta de la actividad D-lI

- suprarrenal a la exposicion al frio, depende no solo de la actividad del nervio esplacnico,
sino también de la sintesis de novo de CORT.
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FIGURA 18.- Efecto de la administracion unica y repetida de AGT, sobre la actividad
D-ll suprarrenal de animales expuestos al frio (4°C) agudo (1.0 h). Los resultados
representan el X t+ E.E. El analisis estadistico se realizé mediante una prueba de ANOVA de
1 via. Las diferencias entre grupos se determinaron con la prueba de Newman-Keuls. Letras
diferentes corresponden a valores estadisticamente diferentes. P < 0.05.
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VIl. DISCUSION GENERAL.

Estudios clasicos de la literatura han mostrado que entre los sistemas
simpatoadrenal y tiroideo, existe una estrecha asociacién funcional, no solo como
reguladores del balance energético, sino también como moduladores reciprocos de su
propia actividad (Williams y Lefkowitz, 1978; Stiles, 1991). Por ejemplo, se ha determinado
que mientras las hormonas tiroideas regulan la sintesis y respuesta de los receptores
adrenérgicos,; la actividad del SSA modula, a diferentes niveles de integracién, la funcion del
eje HHT (Krulich, 1982; Arancibia-Tapia et al, 1985; Fregly, 1989; Cardinali y Romero,
1990). Sin embargo, es hasta finales de la década de los afos 80°s, cuando se reconoce
que el sistema enzimatico de desyodasas, constituye un sitio clave dentro de la célula, por
medio del cual el SSA modula el efecto bioldgico de las hormonas tiroideas.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que sugiere que la estimulacién
beta adrenérgica, aumenta o inhibe la produccion local de T3 en aquellas estructuras
directamente .involucradas en coordinar la repuesta de estrés. Los resuitados de este
trabajo, muestran que la estimulacién y/o inhibicion de la actividad desyodativa, por la
administracion de 1SO, es organo especifica y dependiente del estado funcional tiroideo, asi

comao del “ambiente hormonai”.

La hipofisis posee una abundante poblacion de receptores B2-adrenérgicos (De
Souza, 1985) y se ha determinado que su estimulacién regula la sintesis y secrecién de
algunas hormonas derivadas del POMC (pro-opio-melanocortina), como son: la ACTH, la -
endorfina, la p-lipotropina {Berkenbosch et al, 1981, Mezey et al, 1983) y la hormona
estimulante de los melanocitos 6 o MSH; asi como la secrecion de prolactina (Baes y Denerf
1984), de GH (Perkins et al, 1983) y de vasopresina (Racke et al, 1982). Por lo tanto, resulta
razonable proponer que el efecto estimulante que la estimulacién beta adrenérgica ejerce
sobre la produccion local de T3, juega un papel importante en el metabolismo hipofisiario.
Por otra parte, existen evidencias que muestran que tanto en condiciones de eutiroidismo,
como de hipotiroidismo, los somatotropos y los lactotropos constituyen los tipos celulares
con mayer actividad D-ll, mientras que los tirotropos expresan los niveles mas bajos de
actividad enzimatica (Koening et al, 1984). Estos hallazgos estan de acuerdo con los efectos
estimulantes que la T3 ejerce sobre la secrecion hipofisiaria de GH y prolactina (Peake et al,
1973). Nuestros resultados y la informacion de la literatura concerniente al papel de la T3 y
del SSA, nos permiten proponer que la estimulacién beta adrenérgica juega un papel
importante en la generacion local de T3 y consecuentemente en el metabolismo hipofisiario
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durante la respuesta de estrés. La falta de respuesta beta adrenérgica observada en los
animales hipotiroideos, nos permite proponer que los receptores beta adrenérgicos forman
parte o estan acoplados a! tirostato del sistema, pues las concentraciones intracelulares de
T3 determinan la sensibilidad y respuesta del tirotropo a la TRH.

Por otro lado, los resuitados de esta tesis confirman y amplian evidencias previas, de
que durante la respuesta de estrés, la activacién aguda del SSA aumenta la actividad D-II
hipotalamo y suprarrenal (Anguiano et al, 1991; 1995). Nuevamente, estas observaciones
no resultan sorprendentes, si consideramos que su activacién y el consecuente aumento en
la sintesis y secrecion de catecolaminas y glucocorticoides, ocurre de manera casi
inmediata. A juzgar por los niveles circulantes de hormonas tiroideas, tradicionalmente se ha
considerado que estas hormonas, no son hormonas tipicas de estrés y por lo tanto no
participan en la respuesta clasica. Sin embargo, lo novedoso de este trabajo, radica en la
propuesta de que las hormonas tiroideas si participan durante dicha respuesta. Los
resultados d_e este trabajo sugieren que la produccion local de T3 mediada por el SSA, es

inhibida por la estimulacion beta adrenérgica en el hipotalamo y en la glandula suprarrenal.

Con respecto al hipotalamo, este resultado fue contrario a lo esperado; pues
aunque-indirectas; existen evidencias de que la actividad noradrenérgica aumenta la
actividad D-H del hipotadlamo (Anguiano et al, 1991; Aceves et al, 1995}, de varias regiones
del SNC (Campos-Barros et al, 1994), asi como de las células de la glia (Courtin et al, 1988;
Leonard et al, 1988). Retomando las evidencias anteriores, resulta atractivo proponer que
durante la activacion del SSA, quizas sean los receptores a- adrenérgicos y no los
receptores beta, los mecanismos noradrenérgicos involucrados en [a activacién de la
enzima hipotalamica. Esta propuesta se sustenta sobre [as bases fisiolégicas de que
durante la respuesta de estrés, la elevada actividad a-adrenérgica regula la secrecion de
CRH (Kiss y Aguilera, 1992; Plotsky et al, 1989). Sin embargo, por el momento esta linea de

investigacion queda fuera de los objetivos de esta tesis.

En la glandula suprarrenal de la rata, esta bien documentado la presencia de
receptores beta adrenérgicos y se ha encontrado que su estimulacion aumenta la secrecién
de catecélaminas (Ligier et al, 1994) y de esteroides adrenales (Pratt et al, 1985; Ehrhart-
Bornstein et al, 1994, Mazzocchi et al, 1997; Lacroix et al, 1997). Se ha documentado que el
estado tiroideo modifica la funcién del eje HHS, ya que el hipotircidismo reduce las
variaciones diurnas de CORT (Tohei et al, 1997; 1998). Por otra parte, estudios recientes
muestran que la administracion aguda de HT, inhiben la secrecion basal y la respuesta de
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CORT a ACTH (Lo et al, 1998). Aunque las razones de estas diferencias no son claras, es
razonable proponer que durante el hipotiroidismo, la estimulacién beta adrenérgica y el
consecuente. aumento en la produccion local de T3, juegan un papel importante en la
secrecion de CORT.
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VIIl. CONCLUSIONES

Eutiroidismo:

. La administracién de ISO aumenté la actividad D-ll hipofisiaria y es probable que esta

respuesta este mediada por la participaciéon de mecanismos (-adrenérgicos.
El estrés provocado por la administracion del VEH se acompané de un aumento en la
actividad D-ll hipotalamica y suprarrenal, sugiriende la participacion del SSA en la

regulacién de esta respuesta.

La respuesta de la actividad D-Il hipotalamica y suprarrenal a la administracion del VEH, fue

inhibida con la administracion de |SO.

Ni la ADX, ni el reemplazo con CORT, modifican la respuesta de la actividad D-li
hipotalamica e hipofisiaria a la administracion de 1SO. Por lo tanto; nuestros resultados

sugieren que los glucocorticoides no participan en la regulacién de esta enzima.

La administracion de aminoglutetimida (anti-esteroidogénico) inhibié parcialmente la
respuesta de la actividad D-ll suprarrenal a la exposicion al frio. Estos resultados sugieren
fuertemente que ademas del nervio esplacnico, la sintesis de corticosterona participa en la

regulacién de ia actividad D-Il suprarrenal.

Hipotiroidismo:

1.

El aumento de la actividad D-ll del eje HHS secundario a la TX, fue revertido a valores
basales con el reemplazo de T4. Esto confirma la nocién de que las hormonas tiroideas

regulan de manera inversamente proporcional la actividad D-Il.

La falta de respuesta de la actividad D-Il hipofisiaria a la administracion de ISO, sugiere que
es necesaria la presencia de T4, para que el ISO probablemente a través de los receptores

B-adrenérgicos active a la enzima.
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3. Elaumento de la actividad D-Il S/R provocado por la administracion de ISO fue revertido a
valores basales con la administracion de T4. Estos resultados sugieren que durante el
hipotiroidismo, la activacion de la enzima D-ll por ISO, podria estar mediada por un

mecanismo B-adrenérgico.

IX. PERSPECTIVAS

Los resuitados de esta tesis abren una nueva linea de investigacién en el campo de la fisiologia
tiroidea y apuntan a la necesidad de realizar mas estudios para comprender la naturaleza
multifactorial de la regulacién de las desyodasas. En este contexto, nuestros resultados
plantean diversas preguntas, que van desde el analisis particular de la regulacién de la
actividad D-1l, hasta el campo mas general del control y regulacion del sistema neuroenddcrino,
durante la respuesta de estrés. Asi y utilizando diversos enfoques se pueden plantear los

sigutentes proyectos:
Estudios in vivo

El aumento de la actividad D-ll hipotalamica y suprarrenal, secundario a la activacion del
SSA, fue inhibido por la administracién de ISO. Por lo tanto, el empleo de antagonistas
especificos nos permitira establecer que efectivamente esta inhibicion esta mediada por
Ios; receptores beta, y determinar cual (es) subtipo (s) de receptor beta es el que
participa en la regulacion de la actividad D-il. De la misma manera, el empleo de
“agonistas especificos, nos permitira dilucidar cual subtipo especifico es el que participa

" en la estimulacion de la actividad D-II hipofisiaria.
Mediante herramientas de biologia molecular, es factible determinar si existe una
asociacion entre la actividad D-ll hipofisiaria y suprarrenal, y la cantidad de RNA

mensajero expresado en respuesta a la estimulaciéon beta adrenérgica.

Analizar que otros componentes del SSA podrian estar implicados en la regulacion de Ia

actividad D-l (ej: receptores alfa adrenérgicos).
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Mediante la deaferentacioén hipotalamica, es factible determinar si a nivel central opera
un mecanismo de regulacién comun en el aumento de la actividad D-ll hipotalamica y

suprarrenal posterior a la manipulacién.

Caracterizar en la glandula suprarrenal, el efecto del hipotiroidismo sobre la respuesta y
numero de receptores beta adrenérgicos, asi como el efecto de la estimulacién beta

adrenérgica sobre la actividad del nervio espiacnico.

En los sistemas in vivo, las manipulaciones quirtrgicas y endécrinas, por lo general se
acompanan de cambios en otros sistemas de hormonas. Por lo tanto, surge la necesidad de
realizar algunos estudios /in vitro, para diferenciar los efectos primarios, de los efectos
secundarios o terciarios. Las propuestas que a continuacion se mencionan, representan soélo

algunos ejemplos de las posibles lineas de investigacion a continuar,

Estudios in vitro

Caracterizar en un cultivo de organos, o bien en celulas dispersas (hipofisiarias), el
efecto de la estimulacion o inhibicion beta adrenérgica sobre la actividad D-lI.
Proponemos que la actividad D-li hipofisiaria, resulta ser facilmente desensibilizada por
periodos de estimulacién beta adrenérgica prolongada. Por lo tanto, resulta interesante
establecer la relacion que existe entre la actividad D-ll y los niveles intracelulares de

AMPc, asi como la actividad de la enzima adenilato ciclasa.

Mediante la elaboracién de curvas dosis-respuesta, es factible analizar los efectos de la

interaccicn HT-receptores beta sobre la actividad D-|I.
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CATECOLAMINAS (CA)

Funciones: Las CA regulan una amplia variedad de procesos biologicos y destaca su
participacion en el control cardiovascular, en el metabolismo intermediario y en algunas
funciones auténomas. Participan durante la respuesta de estrés, y tienen efectos importantes
sobre la presion sanguinea, la termogénesis facultativa, la movilizacion de energia y durante el
ciclo suefio-vigilia. Regulan el volumen y la composicioén del fluido extracelular, la actividad del
sistema inmune y modulan la secrecién de hormonas. También participan en el crecimiento’y

en la division celular.

Mecanismo de Accidn: Los efectos directos de ias CA estan mediados a través de su unién a
receptores especificos localizados en la membrana plasmatica. Las caracteristicas
estructurales de los receptores adrenérgicos son comunes a la familia de receptores acoplados
a proteinas G reguladoras (muscarinicos, rodépsina, etc), los cuales poseen una regién amino
terminal extracelular y una regién carboxilo terminal intracelular, conectadas entre si por 7
dominios funcionales. Sobre la base de estudios farmacolégicos, los receptores adrenérgicos
se han clasificado en cuando menos tres tipos: los o, a2, ¥ B y varios subtipos (ejem: ay,, G,
Olic, Cligs Ol2ar Oize, Otzc, Ozp, B1. B2, Ba). Los receptores o, se encuentran acoplados a proteinas G
estimultadoras (Gg), cuya activacion induce un aumento tanto en las concentraciones
intracelulares de Ca"" como en la velocidad de recambio del fosfatidil-inositol. Estos efectos
estan mediados por la enzima fosfolipasa C, cuya funcién es catalizar la hidrélisis de fosfatidil-
inositol-4,5-bifosfato, en 1,2-diacilglicerol (DAG) y en inositol-1,4,5-trifosfato (IP)). Por ofra
parte, los receptores o, se encuentran acoplados negativamente a la enzima adenilato ciclasa
cuya funcion es generar adenosin monofostafo ciclico (AMPc) a partir de adenosintrifosfato
(ATP). En otras palabras la estimulacion de los receptores o, se acompaiia de una disminucién
en las concentraciones intracelulares de AMPc. En contraste, los receptores B-adrenérgicos
estimulan la actividad de la enzima adenilato-ciclasa, aumentando asi los niveles intracelulares
de AMPc. Este nucleédtido act’a como segundo mensajero regulando la actividad de la protein
cinasa A, dependiente de AMP ciclico. Estos efectos estan mediados por la fosforilacién de
algunos factores de transcripcién de unién al DNA, como el CREB (del inglés cAMP response

element binding protein).

Efectos Biolégicos: Las CA a través de los receptores P adrenérgicos regulan Ia

broncodilatacion y fa vasodilatacion (arteriolas). Particularmente los receptores By modulan el
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ritmo cardiaco asi como la fuerza de contraccién y la velocidad de conduccion del corazén
(efectos ino- y cronotropicos). Los receptores o regulan la veno y la vasoconstriccion
modulando asi el retorno venoso, la resistencia vascular periférica y consecuentemente el flujo
sanguineo. Las CA tienen efectos importantes sobre el metabolismo hepatico: activando la
glucogendlisis y la gluconeogénesis e inhibiendo !a sintesis de glucégeno. También tienen
-efectos sobre el metabolismo de lipidos, regulandoe la lipélisis y la sintesis de triglicéridos.
Regulan la secrecion de vasopresina e incrementan la reabsorcion de Na+. Algunos de los
efectos indirectos de las CA estan asociados a la secrecion de otras hormonas. Las CA
estimulan la-secrecién de renina a través de sus bien conocidos efectos scbre el sistema
angiotensina-aldosterona. Estimulan la secrecion de glucagon, de hormonas esteroides
(progesterona, testosterona, aldosterona), de HT, de eritropoyetina e inhiben |la secrecion de

insulina.

Referencias: Summers R J and McMartin L R (1993). ‘Adrenoceptors and their second
messenger syst-e_ms. J Neurochem 60: 10- 23. Bylund D L, Eikenberg D C, Hieble J P, Langer
S Z, Lefkowitz R J, Minnenman K P, Molinoff P B, Ruffolo R R, Trendelenburg L {1994). IV
International union of pharmacology nomenclature of adrenoreceptors. Pharmacol Rev,
46: p.p. 121-.136. Landsberg L and Young J B (1995). Catecholamines and adrenal medulla.
In: Williams Textbook of Endocrinology. Eds: Wilson and Foster. W B Saunders Co. USA. p.p.
621-706.

GLUCOCORTICOIDES (GC)

Funciones: Durante el periodo fetal los GC son reguladores importantes de la diferenciacion,
crecimiento y desarrollo celular, Especificamente participan en el desarrollo de! pulmén, asi
como de diversas estructuras del SNC. En los organismos adultos los GC forman parte de la
respuesta adaptativa que se instala durante el sindrome general de adaptacion y regulan el
metabolismo energético a través de sus bien conocidos efectos sobre la termogénesis y la
ingesta de alimento También tienen efectos inmuno-supresores sobre la respuesta inflamatoria

y sobre la inmunidad celular.

Mecanismos de Accidon: Los GC y en general todos los esteroides penetran a la célula por
difusion y una vez en el citosol, actuan via receptores intracelulares para mediar acciones a
mediano y largo plazo. En el SNC los GC ejercen efectos rapidos (mseg-minutos) sobre la
velocidad de descarga neuronal, asociados a cambios en la permeabilidad de la membrana. En
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contraste, los efectos tardios (horas) involucran cambios de la expresién genética, similares a
los que ocurren para otras hormonas. La unién de la hormona a su receptor induce un cambio
conformacional sobre este Ultimo, provocandose con esto una disociacion . del receptor a su
proteina reguladora. El receptor forma dimeros los cuales actian como factores de
transcripcion y se unen con avidez a secuencias especificas de DNA llamadas elementos
respuesta a GC (GREs). A la vez los productos proteicos de estos genes pueden por si
mismos regular la expresion de otra red de genes. Para GC existen por los menos 2 subtipos
de receptores, los cuales han sido recientemente clonados y se les ha denominado tipo | y tipo
li. Los del subtipo | unen con alta afinidad a los mineralocorticoides {aldosterona), asi como al
cortisol y a la corticosterona, mientras que los del tipo subtipo Il unen con alta afinidad a los
GC sintéticos como la dexametasona. Ambos tipos de receptores unen a la corticosterona,

aunque la afinidad por los del tipo | es mayor que con los del tipo Ii.

Efectos Bioldgicos: Los GC ejercen efectos anabdlicos sobre el metabolismo hepético,
estimulando la gluconeogénesis y aumentando la sintesis de enzimas como las transaminasas
y la glucégeno sintetasa. Estas acciones se asocian a hiperglucemia y a un incremento
hepatico de la captura de glucosa. En el resto de los tejidos los GC ejercen efectos catabolicos
disminuyendo la sintesis de proteinas y aumentando su velocidad de degradacion. Inhiben la
captura periférica de glucosa y aminoacidos. Tienen efectos antagbnicos a la accién de
insulina y estimulan la secrecién de glucagon. Potencian los efectos lipoliticos de la A
aumentando la liberacién de acidos grasos y glicerol. Inhiben Ia absorcidn intestinal de Ca™, e
induce un balance negativo de nitrégeno. Inhiben la liberaciéon de vasopresina, por lo que
aumentan la excreciton de agua {diuresis), e inhiben ia reabsorcion de solutos a nivel del tdbulo
préximall del rinén. inhiben la migracién de leucocitos, macréfagos y linfocitos al sitio de

inflamacién.

Referencias: Munck et al (1984). Physiological functions of glucocorticoids in stress and
their relation to pharmacological actions. Endocr Rev 5: 25-44. Dallman et al (1989).
Corticosteroids in homeostasis. Acta Physiol Scand 136: Suppl 583, 27-34. Joels and Kloet

(1995). Corticosteroid hormones: Endocrine messengers in the brain. NIPS 10: 71-76.

HORMONAS TIROIDEAS (HT)

Funciones: En todos los vertebrados las HT participan en el crecimiento, desarrollo y

diferenciacién de una amplia variedad de tejidos. En las especies homeotermas las HT
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estimulan la'termogénesis obligatoria, a través de regular el metabolismo celular y el consumo

de oxigeno.

Mecanismo de Accién: Los efectos rapidos de las HT (minutos-horas) se encuentran
asociados con modificaciones en la permeabilidad de ia membrana, modulando asi el
transporte de iones, nucledtidos, aminoacidos o glucosa. Sin embargo, la mayor parte de los
efectos biolégicos de las HT son a largo plazo (horas-dias) y estan mediados por la activacion o
represion de genes. Estos efectos estan mediados por la activacion de receptores nucleares a
HT (THR), los cuales se encuentran asociados a la cromatina y unen con alta afinidad y
especificidad a la T3, exhibiendo por la T4 una afinidad 5 veces menor. Estos receptores
pertenecen a una familia de proteinas, entre los cuales destacan los receptores a hormonas
esteroides (mineralo y glucocorticoides, progesterona y androgenos), a &acido retinoico
(derivados de la vitamina A), y numerosos receptores huérfanos. Los miembros de esta familia
poseen 3 dominios funcionales: 1) secuencia NH, terminal de longitud variable (66 a 68
aminoacidos), con aproximadamente un 15 % de homologia, 2) dominio de union con el DNA
de longitud constante, 40 % de identidad cruzada, y 3) dominic de union al ligando esta
representado por la secuencia COOH terminal, de longitud constante pero altamente variable
15-57 % grado de homologia. Para todos los casos la formacién del ligando hormona - receptor
interactia directamente en el DNA, con elementos respuesta especificos (TREs) localizados en
las regiones reguladoras de los genes blanco. Particularmente se han clonado 2 tipos de
receptores para HT (o y B) codificados en cromosomas distintos. A su vez cada subtipo de
receptor da lugar a 2 transcritos distintos (ay, oz, By, B2) por el mecanismo de “splacing”
alternativo. Por otra parte, se sabe que las HT tienen efectos post-transcripcionales sobre la
sintesis‘de proteinas: controlando el procesamiento del transcrito primario, regulando la -
exportécién de RNAm del nicleo al citoplasma y modulando de manera selectiva la vida media

de los RNAm en el citoplasma.

Efectos Biologicos: Las HT regulan el transporte idnico membranal a través de incrementar Ja
actividad y expresién de la enzima ATPasa dependiente de Na' y K'. Tienen efectos
importantes sobre ila sintesis de proteinas y el metabolismo del N,. Las HT potencian los
efectos glucogenoliticos e hiperglucemiantes de la adrenalina. Potencian los efectos de la
insulina sobre la sintesis de glucdégeno y utilizacion de glucosa. Aumentan la velocidad de
absorcién intestinal de glucosa y galactosa, e incrementan la captura de glucosa en el tejido
adiposo café y en el musculo. Regulan la actividad de algunas de las enzimas hepaticas
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involucradas en el metabolismo de carbohidratos como son: la piruvato carboxilasa, la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la glucosa-6-fosfatc deshidrogenasa. Las HT también
regulan la velocidad de degradacion de lipidos, a través de sensibilizar la respuesta del tejido
adiposo a la accién de otros agentes lipoliticos como son las CA, la hormona de crecimiento,
los GC y el glucagon. Aumentan la sintesis hepatica de trigliceridos como resultado de un
incremento en la disponibilidad de acidos grasos y de glicerol, por lo que aceleran la remocion
de acidos grasos del plasma. Las HT aumentan-la sintesis de colesterol, incrementan su
excrecion renal y su conversion a acidos biliares, por lo que reducen su concentracion en

plasma. Aumentan |a velocidad de recambio de los receptores a colesterol y a'fosfolipidos.

Referencias: Davis R J (1991). Cellular actions of thyroid hormones. In: Werner and
Ingbar's. The Thyroid. Eds: Braverman L E and Utiger R D. Lippincott Company USA. 190-203.
Oppenheimer et al (19984). Thyroid hormone action 1994: The plot thickness. Eur J Endocrinol
130: 15-24. Brent G A (1994). The molecular basis. of thyroid hormone action. N Engl J Med
331: 847-853. Yen and Chin (1994). New advances in understanding the molecular
mechanisms of thyroid hormone action. Ribeiro et al (1995). The nuclear hormone

receptor gene superfamily. Ann Rev Med 46: 443-453.
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Adrenal gland 5'deiodinase activity (AG-5'D). Kinetic characterization

and fractional turnover rate (FTr)

M. Luna, B. Anguiano & C. Valverde-R

Centro de Neurobiologia, Universidad Nacional-Autonoma de México, Apartado Postal 70-228, México 04510, D F.

We determined the kinetic parameters as well as the fractional
turnover rate (FTr) and half-life {t,;) of rat adrenal gland
5'deiodinase activity (AG-5'D). Adrenal glands from male
euthyroid or surgically thyroidectomized (Tx) Wistar rals were
homogenized (HEPES, 10 mm; pH7.5; sucrose, 025M; EDTA
1 mm) and centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4°C. The result-
ing crude microsomal supernatants were used for all
measurements of 5'D activity. Using rT, {2~500 nm} the true Km
and the Vmax values were of 20.2nm and 289 fmol of I~
;ciease/mg protein/h, With T, as substrate these values were
58 nm and 622 fmol/h/mg protein. Protein inhibitor (cyclohex-
imide 6 mg/100 g wt) administration allowed to determine an FTr
of 0.66h~' and a 4, of 1.07 h. Results demonstrate that the
greatest 5'D activity in the rat adrenal gland corresponds to
isotype I, because the reaction is GTG and PTU-resistant
{70-80%), accepts T, as a far befter substrate than rT, (17-fold)
and the former thyronine has a 30-90% inhibitory concentra-
tion in the 4~100 nm range, Furthermore, rats thyroidectomized
for 5 and 15 days showed a conspicuous increase in cerebral
cortex and adrenal 5'D-H activity. These characteristics as well
as the rapid FTr and short t,, are shared by type Il 5D present
in rat pineal, pituitary and brain.

Keywords: adrenal gfand: S'deiodinase; kinetic parameters; frac-
tional turnover rate; half-life

Introduction

The major iodothyronine secreted by the thyreid gland,
tbyroxine (T,), is a prohormone whose deiodination by
peripheral target tissues determines the local intracelluiar
concentration of. bioactive or inactive thyroid hormone.
Deiodination of the Teouter ring, or so-called 5-
deiodination (5°D), constitutes the actjvating pathway which
is catalyzed by two different enzymes known as 5'D-I and
5'D-11. On the contrary, removal of iodine from the inner
ring of the molecule which is designated as 5-deiodination (5
D), constitutes the inactivating route and is catalyzed by the
enzyme known as 5 D-III (Leonard & Visser, 1986; Kohrle et
al., 1987; Rosenberg, 1991). 5'D-I activity is higher in liver,
kidney and the thyroid gland, than in the skeletal muscle,
heart, spleen, lung, intestine and lactating mammary gland
among organs. The activity of this enzyme varies in direct
proportion to the thyroid status of the organism (Leonard &
Visser, 1986, Kohrle ¢t ol, 1987; Rosenberg, 1991). The
5'D-1 is a selenoprotein selectively inhibited by 6-n-propyl-2-
thiouracil (PTU) and'gold-thioglucose (GTG). Recent trans-
lating studies using liver cDNA or native mRNA, have
shown that 5'D-I activity is expressed in a single protein
entity which, depending on the assay conditions, exhibits
either *low’ (nanomolar) or ‘high’ {micromolar) apparent Km
values for 1T; and T, (Berry et al,, 199]; St Germain &
Croteau, 1989). In contrast, 5'D-II activity is relatively insen-
sitive to inhibition by PTU and GTG, and its apparent Km

Correspondence: M en C. Maricela Luna Muiiez
Received 15 November 1994; accepted 26, January 1995

values for T, and T; range in the nanomolar interval (Safran
& Leonard, 1991). The enzyme has been identified in several
organs of neuroectoblastic lineage; e.g., central nervous
system (Visser et al., 1982), anterior pituitary (Kaplan, 1980),
pineal and Harder glands (Guerrero & Reiter, 1992; Guer-
rero er al., 1987), and its activity varies inversely to thyroid
hormone supply (Leonard ‘er al., 1984). Because of our recent
finding on this enzyme activity in the adrenal gland (AG) and
its immediate increase during acute cold exposure in the rag
{Anguiano et al., 1991), we presently report the kinetic
parameters, as well as the fractional turnover rate (FTr) and
biological half-life (t,z) of rat-AG 5'D activity. This inform-
ation is critical to any study aimed to understand the
physiological regulation of thyronine deiodination.

Results

Protein concentration, incubation time and pH

AG-5D activity was a linear and dependent function of both
the Mec-protein concentration (50-400 pg) and incubation
time (Figures | and 2). Maximal enzyme activity was
obtained at pH 7.5. In all subsequent experiments incubation
time and pH were 3 h and 7.5, respectively. Compared to the
fresh fraction, the Mc-fraction stored at — 70°C retained its
enzyme activity for one month (Figure 1).

Kinetic parameters

Table 1 summarizes the true Michaelis constants for both
substrates (r'T; and T,) and cofactor in the Mc-fraction from
the whole gland as well as from the cortex and meduila.
Figure 3 depicts the kineuics of total rTy-5'D activity as a

1.5

1.25

- ne

F-o -t

0.75 -

fmol I /hr
[ ]
o

025

0 L T L 1
o] . 2 4 6 8
protein {mg/ml)

Figure 1  AG-5'D activity and protein concentration. Independently
of the Mc fraction assayed, rT; 5-deiodination rate (fmol | rcleased
Jhr)y was proportional to the amount of protein present in the assay
* freshly prepared or ® frozen (one month). Data represent the
meanx S.E. from 3 separate experiments performed in duplicate.
Assay conditions were: 2nM rT3; 20mm DTT,; pH 7.5; incubation
time 3h at 37°C
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igurr 2 AG-5'D as a function of time and prot¢in concentration.
Two dierent protein concentrations (Mc) were tested (@ 150 and A
250 ugftube). Assay conditions were as in Figure 1, and each point
represents the mean * S.E. from three separate experiments per-
formed in duplicate, With the lower protein concentration {150 pg)
total activity was linear during the entire period of analysis (4 h).
The activity is expressed as fmol 1 released/mg protein

300 |

function of substrate concentration. The enzyme was
saturated by rT; concentrations ~100nM. The inset in
Figure 3 shows a double reciprocal plot (Lineweaver-Burk
plot), from which the apparent kinetic constant values were:
Km 18.3 nM and Vmax 272 fmol I/mg/h for rTy. As shown in
Figure 4a, in the presence of varying concentrations of DTT
as second substrate, total rT;-5'D activity increased as a
function of dose, reaching maximal activity between
10-20mMm of DTT. A replot of the vertical axis intercept
against the reciprocal of cofactor concentration was linear
(shown in the inset of Figure 4a) and allowed the calculation
of the true Km and Vmax values (20.2nM and 289 fmol
I/mg/h) for the whole adrenal gland. Figure 4b shows the
primary Lineweaver-Burk plots of deiodination rate vs. DTT
concentration and the inset is the replot of Y-axis intercepts
as a function of 1/S. With this plot we determined the true
Michaelis constants for DTT. The kinetic parameters for T4
5'D activity using Mc fraction {rom cortex and medulla
(Table 1) were assessed in a series of similar experiments in

Table 1 Kinetic parameters of AG-5'-D

Catalytic
efficiency
Vmax/Km rate

Vmax
Subsirate (fmol lymg/hr) K,

289.0 20.2nM 14

Organ

Whole AG rT3
Cofactor
Whele AG

DTT 263 7.3 mM -

Whole AG T, 622 5.8 nMm 107
Cofactor

DTT 628
Cortex T. 591
Medulla T. 549

6.06 mMm
4.49 nM 131
4.4 nM 123

200

100

fmol I” releases / mg prot /7 h

T T
0.26 0.6 1/tTanM

100 200

300 400 nM
tTa

Figure 3 AG-5'D reaction kinetics. Enzyme activity is plotied as a function of substrate (rT3) concentration. faser: Lineweaver-
Burk plot of the same results.. Assay Conditions: protein 150 pg; substrate [1T] isotopic mixture (***I-rT,, 4 nM/rT,, 2-4G0 nM);
DTT 20 mm; pH 7.5 at 37°C for 3 h, Each point represents the mean  S.E. of three independent experiments, The activity sho

a saturable pattern. The Michaelis-Menten constants obtained were Km = 18.7 nm and Vmax = 272 fmol I/hjmg protein
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.which 1 mM PTU was present. Figure 5 shows the double
reciprocal plot from these experiments.

gfivets of T, PTU and GTG on 5'D acrivity

rT:=5'D activity was reduced from 50 to 90% in the
presence  of increasing concentrations of unlabeled T,
(4-100 nM), thus suggesting the preference of this substrate
over 1Ty, In contrast to this clear-cut competitive inhibition
by the substrate, the presence of 10 mM PTU exhibited a
moderate inhibitory effect (30%) on total AG-5'D activity.
Moreover, when evaluating the effect of (2.5-10mM) PTU
on separate cortex and medulla Mc-fractions, dissimilar sen-
sitivity was observed, PTU inhibited only 15% in medullar
activity, whereas in cortex, the activity inhibition was 30%
(Figure 6). The in virro effect of GTG (0.01, 0.10, 1.0 and
10.0 uM) on rT; 5’D-I1 activity in whole gland was also
analysed. Results demonstrate that enzyme activity remains
unaffected at GTG 0.0! and 0.10 pM whereas at 1.0 and
10.0 uM the activity is inhibited by 30 and 90% respec-
lively).

Effect of thyroid staius on AG-5'D-1I

As shown in Figure 7, AG and cerebral cortex 5'D-II activity
:rom surgically thyroidectomized (Tx) rats was significantly

Kinetics of adrenal gland 5° deiodinase activity
M. Luna ef af

(P<C0.05) increased compared to euthyroid animals. Five
days after Tx, there was a three-fold increment in both
organs and enzyme activity remained elevated 2 weeks
later.

Fractional turnover rate (FTr) and biological half-life (1))

One hour after cycloheximide administration, AG-5D
activity decreased 57% and maximal inhibition (87%) was
attained 3 h postinjection (Figure 8). Linear regression
analysis of these data (inset) allowed caiculation of the frac-
tional disappearance rate (0.68 h™'), half-life (1.01 h) and the
production rate (108 U/mg/h).

Discussion

Present results demonstrate that in both functional com-
ponents of the rat AG (cortex and medulia), the major
todothyronine deiodinase activity corresponds to the isotype
5'D-11. Adrenal gland dejodinase activity exhibits 2 Km for
T4 and rT3 in the nmolar range, the affinity for the {ormer
being nine times higher. The enzyme is resistant 1o PTU and
GTG; and its reaction Kkinetics show a typically ‘sequential’
pattern. Furthermore, in accordance with in vive and in vitro
studies (Kaplan, 1980, Leonard er al., 1981, 1990), present

(a)
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Figure 4 Kinetics of AG-5'D as a function of DTT. (a} Double-reciprocal plot of the rate of 1T, 5-deiodination by 150 g of Mc
fraction as a function of substrate 1T, concentration in the presence of -O-, 5; -@-, 10; -A-, 15 and -O- 20 mm DTT. Each point
represents the mean * S.E. from 3 independent experiments in duplicale. fnser: Replot of intercepts as a function of reciprocal DTT
concentration, linear regression allowed to calculate the- true Km and Vmax for rT;. (b) The Lineweaver-Burk plois of deiodination
rate vs DTT concentration in presence of @ 2, O 4, -6, M § and & 16 nM rT3. Inser: Replot of intercepts as a function of
reciprocal 1T3 concentration. The corresponding true Michaelis-Menten constants are summarized in Table I
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Figure 5 Kinetic analysis of T4-5'D.in adrenal cortex and medulla. 5'D-11 was determined at concentrations of 0,25 @, 125;
0. 25; M, 50; and A 100nM T4, | mm PTU and 5, 10 and 20 mM DTT. Each point represents the mean & S.E. of one experiment
by triplicate. (a) Double reciprecal plot, of 5°'D-11 activity in adrenal coriex as a function of DTT. /nser: Replot of intercepts as a
function of reciprocal T4 concentration; linear regression allowed to calculate the true Km and Vmax for T4, (b) The
Lineweaver-Burk plots of adrenal medulla 5'D-11 activity vs DTT concentration in presence of T4, Inser: Replot of intercepts as a
function of reciprocal concentration of DTT The corresponding true Michaelis-Menten constanis are summarized in Table 1

results in Tx-rats demonstrate that AG-5'D-1I activity is
inversely related to thyroid hormone supply. This finding
agrees with our previous reports in which AG-5'D activity
increased (two-fold) afier hypophysectomy (Anguiano er al.,
1991); as well as with recent data showing that when these
animals received replacement treatment with T4 (I pug/100 g
W, i.p.) enzyme activity returned to control values (Anguiano
er al., 1993),

On the other hand, the present finding on the short half-
life and rapid turnover rate of the adrenal gland enzyme is a
further peculiarity which characterizes this enzyme in other
tissues such as pituitary, CC and BAT (Kaplan, 1980; Visser
et al., 1982; Leonard er al.,, 1984; Guerrero & Reiter, 1992).
In a closely related study (Luna er a/.,, 1994 submitted), we
report that AG 5'D-II activity exhibits a nyctohemeral
rhythm with acrophase at approximately 2:30 h. This finding,
as well as the short half-life and rapid turnover rate of 5'D-II
acuvily, seems 1o be a conspicuous functional distinction
among the two isoenzymes that catalyze outer-ring thyronine
deiodination. Furthecrmore, these data strongly suggest that
beside l}}: plausible increase in its 4y, 5'D-1I synthesis may
also be increased during the dark period. Previous studies
have reported that in hypothyroid animals, the half-life of
$'D-11 is significantly increased with the consequent fall in
FTr both in adenohypophisis and in cultured glial cells

(Leonard er al., 1984, 1990). These reports have related
thyroid hormone effects with the modulation of enzyme inac-
tivation and degradation (Leonard er al, 1990).

Sensibility of 5'D-II to PTU in medulla and cortex denote
no significant differences in the proportion of isoenzyme
contents of these structures. However, we cannot discard the
hypothesis that enzymatic activity may be regulated by
different factors since, as is well known, the cortex and
medulla are of different embryological origin. We propose
that the immediate activation induced by acute exposure to
cold is partially originated in the medulla and that it is
activated by a posttranslational transformation.

Materials and methods

Reagents

Nonradioactive iodothyronines were obtained from Her}ﬂmg
Co (Berlin, Germany), and PTU and GTG from Slgi“:
Chemical Co. (St Louis, MO). '#I-labeled T, and rTs (F,I;nl'
1200 and 1174 pCijug, respectively) were purchased ™
New England Nuclear (Boston, MA). Dithiothreitol (?o ’g
and cycloheximide were obtained from Calbiochem b

CA).
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Figure 6 Effect of PTU in AG-5'D. Enzyme activity was assayed in
the presence or absence (control) of different concentrations of PTU.
Results are expressed as the percemiage of change, compared to
controls which represent 100% of the activity. Bars indicate S.E. of
three independent experiment in duplicate (A) Whole adrenal gland.
With 10mM PTU 1otal enzyme activity was inhibited & 30%. (B)
PTU sensitivity in medulla and cortex. These experiments were car-
riea oul using Me fractions. PTU inhibited only 15% of medulla
5'DII activity, whereas in the cortex the enzyme inhibition was
0%

Animal housing and sample collection

Euthyroid or surgically thyroidectomized (Tx) male Wistar
rats weighing 250-300g were kept under a 12:00/12:00
light:dark cycle in a temperature controlled room (22 £ 1*°C),
and were provided with water and standard rat pellets
(Purina Lab Chow) ad libitum. Procedures regarding care,
treatment administration and euthanasia of animals were
reviewed and approved by an ad hoc ethic committee. All
animals were decapitated at 09:00h and the cerebral cortex
and adrenal glands were immediately removed. Adrenal
glands {AG) were dissected in their two functional compart-
ments (cortex and medulla) with the aid of a stereoscopic
microscope. These lissues were homogenized in 1:10 (w/v)
Ice-cold 10 mM HEPES buffer (pH 7.5), containing 0.25M
Sucrose. and 1 mM EDTA. Crude homogenates were cent-
;ffuged at 10000 g, for 15min at 4°C. When not assayed
pmmediately, the supernatant of 10000 g, hereafter referred
}_-"t‘r’ a5 microsomal crude fraction (Mc fraction), was quick-

92en in dry jce-acetone and stored at — 70°C until assayed.
.Olein content was measured by Bradford’s method and
thyroidism was confirmed by measurement of serumn T,
LT, (Valverde-R C. et al., 1989).
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Figure 7 Effect of thyroidectomy on AGS5'D-11. Time course of
changes in AG and cerebral cortex (CC) 5'D-11 deiodination after
thyroidectomy. The Mc fractions were prepared from euthyroid
(control) and surgically thyroidectomized rats (Tx) for 5 and 15 days.
The assay condition for CC and AG were similar for both as
deseribed in Marerials and methods. Each data point represent the
mean t S.E. of specific activity from five animals. Stavistical analysis,
included Bonferroni's test and one way-analysis of variance. Asterisk
indicates P<C0.05
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Figure 8 S5'D-lI fractional turnover rate. CyclOheximide (6 mg/
100 g wi) was injected i.p. at time 0. Each point represents the mean
value of 5-6 rats £ S.E. Basal level of 5D activity was 10 fmol I/mg
protein/hr, which represents 100% of the activity. Inser: semilog plot
of the same results

Deiodination assay

5'D activity was measured using either T, and quantifying
the generated T3 by RIA (Valverde-R & Aceves, 1989), or by
the radiolabeled iodide release method described elsewhere
{Anguiano ef al., 1991; Luna et al., 1993). For the T; produe-
tion assay, 150-250 ug of Mec-fraction of whole gland and
separated cortex or medulla were incubated with unlabeled
T, (2.5-100nM); 5-20mM DTT; with or without PTU for
3hr at 37°C. The T; generated during incubation was
quantified by RIA of an ethanol extract of the incubation
mixture. Results are expressed in specific activity as fem.
tomoles of T, produced/mg protein/h and represent the
meant S.E.

In the case of the rT; deiodination assay the reaction
mixture (115 pl) consisted of rT; (2-400nM rT; containing
4 nM of 'P1-rT,); DTT, 5-20 mM and PTU. The reaction wag
stopped by adding 50 pl of a cold solution contzining 50%
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normal bovine serum plus PTU 10 mMm, and 350 pl of 10%
trichloroacetic acid. Afier centrifugation (3000 r.p.m. X
10 min) the supernatant was decanted onto a column
(Dowex-50X) and cluted with 2ml of 10% acetic acid. The
' eluate, which is an index of iodothy ronine 5D activity,
was determined in 2 gamma-spectrometer. Data are ex-
pressed in specific activity as femtomoles 1~ released/mg of
proteinfh. A unit of 5D is defined as |fmol of T,
deiodinated/h (U).

Fractional turnover rate (FTr)

Groups of five animals each, received a single i.p. dosis of
100 pl cycloheximide (6 mg/100 gwt was dissolved in 100 pi
ethanol-H,0 1:9, vol/vol). Control animals received 100 pi of_
vehicle. Animals were killed by decapitation 60, 120 and’
183 min postinjection. The FIr of 5D-11 was determined
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Neuroendocrine Régulation of Adrenal Gland and
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ABSTRACT

This study analyzes the role of the aulonomic nervous system, the
pituitary gland, ACTH, dexamethasone {DEX), and thyroid hormornes
in the regulation of 5°deiodinasze (5'D) in the hypothalamus (HP) and
adrenal gland (AG)ofthe rat. 5'D activity was znalyzed in rats under
basal conditions {22 C) and during cold exposure (4 C, during 13, 30,
80, and 120 min). Several experimental groups were formed: intact
animals (INT), unilzteral (left) splanchnicotomized, sham splanchni-
cotomized, hypephyseciormized (HPX), and sham hypophysectomized.

Results in the hypothalamus were: 1) independent of the experi-
mental group, the HP 5'D activity increazed during the firzt 13-30
min of cold exposure; however, this insrzasze wes greater in operated
animals than in INT rats; and 2) basal 3'D activity was increzsed in
HPX rats and was alzo regulated by thyroid hoermones.

Results in the adrenal gland were: 1) INT rats exhibited a biphasic
pattern of 5'D activation during cold stress (30 and 60 min of

exposure); 2) the eplanchnic nerve exerted a tonic-stimulatery effect
on bazal AG 5D activity; 3)the denervated gland preserved its abilizy
to respond to cold; 4) in INT animals DEX but not ACTH had 2
stimulatory effect on basal activity: 5) the high 5°D activity post-HPY
wasreversadobazalvaluesby T, and DEX administration; 6} SHAM.
HPX also was followed by a large increasze in basal 3'D activity; and
7) this hypertesponss was abolished by acute ACTH and DEX
edministraticn. -

In conclusion, our resulis demonstrate that the mechanisms that
perticipaie in the regulation znd activation of 5'D in the adrenal
gland and the hypothalamus 2re of a nevroendocrine nature, Also, in
both organs, but mainly in the HP, 5'D zctiviiy is T,-dependent. In
addition to the tenic-stimulatory infiuence conveyed by the spianch.
nic nerve, AG 5D activity is influenced by thyroid hermones,
glucocorticoids, and prebahly extrapituitary factors whoze nature is
unknown yei. (Endecrinclogy 136: 3346-33532, 1993)

UTER ring deiodination of T; to Ty is an organ-specific
metabolic reaction catalyzed by at least two tvpes of
enzymes designated as 3'deiodinases type land type IL. Type
II 5'deiodinase (3°'D-li) selectively catalyzes T, outer ting
deiodination, has a Michaelis-Menten constant in the nano-
molar range, and is relatively resistant to inhibition by pro-
- pylthiouracil (1). This enzyme is responsible for maintaining
local Ty neogenesis, and its activity accounts for 50-70% of
intracellular T, production in the central nervous system and
pituitary of normal animals (2). Available information suggests
that the rmajor determinants of 3'D-II activity are sympathetic
neural outflow (3, 4), as well as the tissue supply of T; (3).
We previously reported (6} that in cold-stressed, intact
{INT)rats 5'D-Il exhibits arapid and sustained increasein the
hypothalamus (FIP) and a biphasic course of response in the
adrenal gland (AG). The time course and sequence of these
events, as well as the significant hyperresponse observed in
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both organs from hypophysectomized (HPX) rats, led us to
propose that regulation of AG 5'D-II activity is under a dual
control of an neuroendocrine nature affected by both the
sympathetic nervous system (SNS) and the pituitary gland.
To explore this hypothesis, our studies were undertzken to
gaininformation about the changes in activity of this enzyme
when the major neural flow that impinges the gland is in-
terrupted (unilateral splanchnicotomy, SPINX), and the role
played by T,, ACTH, and giucocorticoids on the regulation
of this enzyme.

Materials and Methods

Reagenis

Nerradioactive jodothyronines were obtained from Henning Co-
(Berlin, Germany) and corticosterone (B), adrenaline (A), and noradren-
aline (N'A) from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO). '*I-Labeled thy-
ronines and 1,2,6,7-*Hlhydrocortisone were purchased from New En-
gland Nuclear (Boston, MA), The specific activities of T, Ty, reverse Ty
and B were 1230, 1200, 1174, and 220 (2 Ci/ 1g), respectively. Thytonines
were labeled with ***] in the equivalent 3’ or 5'position of the phenolic
ring. Dithiothreitol (DTT) was obtained from Calbiochem (La Jolla, CA)
Human ACTH (RACTH) was purchased from Sigma (fragment 1-24).
Dexamethasone phosphate (DEX, deckadron) was obtained from Merck
(Ra!';nl')aly, NJ). All other agents were of the highest purity commercially
availabie.
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mals

wo-month-old Wistar male rats (250-300 g} were maintained
age) in a temperature-controlled room (22 £ 1 C) with acycle of 12
htand 12 h dark. AH animals had free access to tap water and rat
ratory chow (Purina, Richmond, CA). All experiments were con-
ed between 1000-1200 h. Rats were killed by decapitation within 10
ifrer removal from their cages at the indicated time. The HP and AG
2 quickly removed, frozen (acetone-dry ice), and kept at —70 C until
determination of 5°D activity. One portion of the fmunk blood was
«cted into heparinized plastic tubes for NA and A plasma determi-
m. The remainders of all samples were allowed to clot at room
rerature and were centrifuged at 4 C. Serum was stored (=70 C) for
i3 and B determinations. ’

gical and experimental procedures

B surgieal procedures were conducted under general anesthesia
tobarbital, 30 mg/kg BIW) and with the aid of 2 diseection microscope.

X. As previously described (7), unilateral (left) SPNX was per-
red after a midline laparotomy. The vascular supply to the AG was
intact, and eniy the splanchnic nerve of this gland was sectioned.
s operated (SHAM-SPNX) rats were submitted to the same surgical
2dure, except that the pedicle of the left AG was touched with
ers for a few seconds. Animals were submitted 10 the corresponding
rrimental protocol 3 days alter surgery.

~. As deseribed in detail efsewhere (8), this surgeny was performed
he tranepharyngeal technigue. Afller surgery, the animals were
edinatamperature-controlled roomd{22 Q) and provided withsaline
tHon (0.9% NaCl) intap water and a normal diet (Purinal. Inadditien
rect postmorteminspection of the seila turcica, the adequacy of HPX
ensured by no significant weight gain during the period of obser-
s (10-15 davs) and serum quantitation of thyronines and B. In the
M-HPX group, the pituitary was exposed but not aspirated.

I: ¢ffects of SPNX en 3'D activity. To assess if autonomic innervation
cipateson AG 53 Dactivity regulation and examinethe nature of this
ence {stimulatory er inhibitery), INT and unilateral left SPNX er
M-SPNX animals (3-6/group) were maintained either at roem
rature (22 Crer exposed to acute cold (4 C) duriag 15, 30, €3, and
min. All experiments were performed 3 days after surgery.

s hormonal efecis on 3'D activity. The clear hvperresponse of HP and
5D activity observed in cold-exposed HPX rats (8) led us to un-
ke a serjes of experiments to Purther anabyza therele that T, ACTH,
DEZX may b2 plaving on 5'D activity regulation in these organs.
s of INT, SHAM-HPX, and HPX animals received saline or the
wing hormonal trzatment (3/treatment group): INT, INT + T, INT
“TH, INT + DEX, SHAM-HPX, SHAM-HPX + T, SHAM-HPX +
H, SHAM-HPX + DEX, HPX, HPX + T,, HFX + ACTH, or HPX
EX. All experiments were conducted 10-15 days alter surgery.
ronal desage and regimens of treatment were as follows: T-treated
als received a single sc dose (1 pg/100 g BW) and were killed 4 h
hACTH dosagawas 10 ug/100 g BW and was administered sc. INT
als were treated with RACTH using two different schedules: single
wultiple doses (every 12 h) during 2.5 daye. All animals were killed
ter the last injection. SHAM-HPX 2nd HPX rats were treated only
a single dose. DEX-treated animals received a single ip dose
15/100 g BW) and were killed 2 h after.

vtical procedures .

wwlamines. As previously described (6), plasma catecholamines
measured by HPLC using electrochemical detection (LKB 2143;
kter AB, Bromma, Sweden). Recoveries ranged from 55-65%. The
num working detection limits for NA and A were 200 pg. The
and interassay coefficients of variation were 8.5% and 12.0%,
ctively.

psterone. As described elsewhere (6), circulating serum levels of
e measured without previous purification by a competitive
nbinding assay. Samples were extracted with dichloromethane
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(1:25 vol/vol), and extracts were resuspended in 10 ms phosphate
buffer (pH 8.0). Assays were incubated during 24 h at 4 C, Protein-
bound and free radioactivity were separated by means of diethyl-
aminoethyl-cellulose. The minimum detectable level was 25 ng/ml.
Theintra-and interassay coefficients of variation were 8.4% and 8.0%,
respectively

Thyronines. As previously described (6), serum concentrations of T, and
T, were measured by specific RIA using homologous hypothyroid se-
rum in the standard curve, The lower limit of sensitivity was 1.0 pg/dl
and 12.2 ng/dl for T, and T,, respectively. The intra- and interassay
coefficients of variakon were 8.6% and 10.3%, respectively, for T, and
9.0% and 12.8%, respectively, for T,. Each hormone was quantified in 21l
tamples within the same assay.

Erzymatic assay. Tissues were homogenized using a Potter-Elvehjem
homogenizer (Thomas Scientific, Swedesbore, Nj}in 10 vol ice buffer [10
o HEPES (pH 7.0) with 0.32 o sucrose, 1.0 mat EDTA, and 3 my DTT)
Whole AG 5'D activity was measured using type I assay conditions (9).
In brief, AG hemogenates were centrifuged to 10,000 X g dusing 10 min,
and the semicrude supernatants (300 ;g protein) were Incubated (4 h at
37 C) in a mixture (150 pl final vol) containing 6 nat '*¥[labeled reverse
Ty as substrate and 20 mM DTT. Crude hypothalamic homogenatss
{330-300 pg protein) were assayed under the tame conditions. The
reaction was stopped by adding 50 ul of a solution containing 50%
bovine serum, 10 my propylthiouracil, and 350 pl 10% trichloroacetic
acid. The samples were centrifuged for 10 min at 1300 X g, and the

WET WEIGHT ADRENAL GLAND [mg)
| RIGHT LEFT
154211 153=10,
187211 184073
1782121 14810
F = £.5&4
p < 0
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8
T _l, T
4 1 T
o]
=
.
o
< ¢
o E Adrenal Gland F=3.484
:c;_‘: P£0.05
S8 4
SOF 2
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o il N ¢ T .
T V4 7 ent
2 /‘ T / L
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. /] ) L7
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16. 1. Effects of SPNX on AG weight and basal 5'D activity. Table
at the top shows increase in AG wet weight secondary to surgical
stress in those glands with intact innervation, Although enzyme ac-
tivation remained unchanged in the HP, splanchnic nerve section
caused an evident reduction in basal 5'D activity of the denervated
left gland. 5D activity was similar in all other glands. Data represent
mean * SE and were analyzed with one-way ANOVA (F and P values),
followed by a Fisher's test (P = 0.05). Means with different letters are
significantly different.
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TABLE 1. SPNX and hormone levels during cold exposure

R ——T

Expen:;:gsl group A (ng'ml) NA (ag'mD T, (ng/dl) T, (’;&:@ﬂ'_’_’
INT (0) 9.8 = 0.7%¢ 2803 90.0 = 7.4*% 4.0 = 1.4
SHAM-SPNX (0) 7.6 = 17 2.5=0.35° 76.0 = 4.0+ 3505,
SPNX (0) 51=11° 2.5 = 0.3 65.6 = 6.7%% 2703
INT (15) 10.1 £ 0.9° 43 =07 93.2 = 4.0%° 4.8 = 1.6%4
SHAM-SPNX (15) 5.1 = 0.5° 1.9 = 0.2° 92.0 % 5.0°* 4.5 = 1.0m
SPNX (13) 5.2=0.7° 2.0 =02° 62.8 = 4.1° 3.8 = 0,794
INT (30) 11.1 = 1.7¢ 49 =05 100 = 4.3¢ 4.3 = 0.7°¢
SHAM SPNX (30) 6.1 =0.3° 2.5 =05 929 = 4,0% 5.0 = 0.5%%
SPNX (30) 2.9 =0.3° 1.9 = 0.1°* §0.6 = 5.1°% 4.0 %07
INT (60) 13.6 = 0.5° 5.0 0.7 129.4 = 5.2¢ 5.5-= 0.9°%
SHAM-SPNX (60) 4.7 =05° 2.7+ 0.45° 108.0 = 7.0% 5.0 1.0
SPNX (60) 4.7 = 0.5° 1.9 = 0.3% §7.2 = 14.0% 3.5=05°
INT (120) 312 = 4.3¢ 37 =05 130 = 71° 4.5 = 0.8
SHAM-SPNX (120) 7.4 = 0200 1.9 = 0.3° 150 = 10° 6.0 = 0.5?
SPNX (120) 52=08" 3.8 =0.4° 124 = 13.0° 5.5 = 0.8°
GROUP
F= 5.013 2,341 14,081 2.543
P< - 0.01 0001 0.0001 0.05
COoLD
F= 14.550 24,957 26.554
P= 0.0001 - N3 0.0001 0.0001

Data represent mean = SI; n = 3~6/group. First three rows correspond to velues in bazal conditions. All data were transformed for analysis
ith two-way ANOVA(F and Pvalues of experimentzl group and cold exposure) followed by 2 Fisher's test (P = 0.05). Means with same footnote
stters ere not significantly different. Means with diffarent letters are significantly different. Period of cold exposure: 0, 15, 30, 60, 2nd 120 min.

berated radiviedide was measured after isolation Sy jon exchange
hromatography (Dowex 30 W-X2, Bie-Rad, Richmond, CA). Centrol
wubations were performed by omission of the homogenates. Specific
ctivity was caleulated by subdlracting the background activity (control
tbes, < 2%) and corzecting by 0.8 facter because only 80% of the final
ssay mixture was applied to the column, aceording to Pazos-Moura &
. {10). Results are expressed as femtomole iodine per milligrams of
retein per hour, Protein was measured by Bradferd’s method using a
ymmercial Kit (Zio-Rad, Richmond, CA) and BSA as standard.

eta anglysis end siatistics

Dala in the tables and figures represent the mean = se). In some
periments, the variance tended to vary directly with the treatmeny;
erefore, individual values were transformed mathematically (cubic
ot). Comparisons were made by one- (experimenta] group) or two-
1v (experimental group and timed cold exposure) anzlysis of variance
NOVA), and groups wers cornpared by using Fisher's test (11). Dit-
ences witha P = 0.05 were considered statistically significant. Resuits
re anzlvzed with the help of the statistical package (Statgraphics,
tistical graphics system version 2.6, Rockviile, MD).

Results
o 1: influence of splanchnic nerve on 5'D activity

al activity. As summarized in the fable at the top of Fig. 1
{ in marked contrast with the increase observed in sur-
ally stressed animals (SHAM-SPNX), in the SPNX group
wet weight from the left (denervated) AG was similar to
t observed in the INT group and significantly lower than
corresponding left AG in the SHAM-SPNX animals. Con-
rently, in basal conditions, SPNX was accompanied by a
tificant ipsilateral reduction of AG 5'D activity to prac-
lly undetectable values (Fig. 1). In the contralateral gland
of these same animals, the enzymatic activity remained
hanged. As shown in Table 1, A circulating levels de-
sed in SPNX rats, whereas NA, Ty, and T, did not change.

=

AG 5D aciivity in response to cold exposure, which is char-
acteristic of INT glands, was only preserved in the right AG
(rot handled) but notinthe contralateral AG of SHAM-5PNX
animals. Furthermore, despite its preserved capacity to
respond to cold, this biphasic pattern svas also lost in both
glands from SPNX rats. In all groups, cold exposure elicited
a significant rise of HP 5'D activity, which was greater 1 h
after exposure in the tivo groups subjected to surgery (Fig. 2}.
Circulating hormone levels are shown in Tablé 1. Basal A
lavels in SPNX were lower than in INT rats. The increase of
NA (30-60 min) and A (120 min) presentin INT animals was
absent in SHAM-SPNX and SPNX rais. In 2ll groups, T;
levels increased (60 and 120 min) in response to cold, wherezs
T, increased only in surgically stressed animals.

Response to cold. As shown in Fig. 2, the biphasic pattern of

Exp 2: hormoral effects on 5'D activity

Hupophysectomy. As shown in Fig. 3, HPX provoked arise in
AG (2-fold) and HP (3-fold) basal 5'D activity, This increase
in enzvmatic activity was paraliel to a significant fall in AG
wet weight, as well as in the circulating levels of B and
thyronines {Table 2). In clear contrast to animals surgically
stressed by laparotomy (SHAM-SPNX), cranial surgery
(SHAM-HPX) provoked a greater increase (4- to 5-fold} in
basal AG 3'D activity, which was accompanied by a clear-cut
and significant rise in gland weight as well as in B circulating
levels (Fig. 3 and Table 2). It is important to note that al-
though HP 3'D activity remained unchanged in SPNX
rats, the enzyme increased significantly in the HPX group
(Figs. 1 and 3).

Thyroid hormones. As shown in Fig. 4, in HPX animals a single
administration of T, was effective to suppress the elevated
5'D activity exhibited by both tissues. In contrast, T, had no
effect on enzyme activity in INT animals.
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3. 2. 5'Dactivity in rezponse to SPNX and acute cold expesura. H?
D activity increzzed from 30 to 60 to 120 min of exposure. At 60 min
zymatic activity in operated groups tendad to b2 higher. In INT
5, the biphasic activetion pattern of right glands was preserved
 or 30 and B0 or 120 min), whereas in the rest {left SHAM-S2PNY
d both SPNX) the pattern was abolished. Data represent mean =

All data were transformed for analyvsis with two-way ANOVA
and P values), followed by a Fisher's test (P = 0.05) applied to the
ups, Means with same letters are not significantly differsan
ans with different letters are significantly different.

TH and DEX. As shown in Fig. 5, in INT rats ACTH had

effect on either HP or AG 5'D activity, despite its clear
roidogenic effects. In contrast to the absence of ACTH
2cis on 5'D activity, DEX administration (Fig. 5) caused &
nificant increase (3- to 4-fold) on basal AG but not on HP
» activity. At this dose, DEX decrease by 30% the endo-
wous secretion of B. In INT animals, acute administration
DEX did not modify the basal levels of T, (4.4 = 0.4 vs. INT,
0.2y norof T; (63.3 = 4.8 vs. INT, 84.0 = 4.0). In contrast
its effects on INT animals, ACTH or DEX elicited the
osite effect in SHAM-HPX rats. Thus, as depicted in Fig.
e high basal values of AG enzyme activity in SHAM-HPX
mals fell to comparable levels as those in INT rats 1 or 2
ter ACTH or DEX, respectively. Moreover, in HPX rats,
X but not ACTH provoked a similar decrease on AG 3'D
vity. Neither ACTH nor DEX had effects on HP 3'D
vity (Fig. 6). Hormone levels are shown in Table 3.

Discussion

he intimate physiological link between the autonomic
'ous system and AG function is supported by a large
y of experimental evidence {review Refs. 12-15). In this
ext and confirming previous findings from our labora-
(6), our results add further support to our proposal that
5'D activity is under a dual neuroendocrine regulatory
tence in which the SNS plays a major role.

ur results in SPINX animals clearly demonstrate that AG
activity is under a tonic-stimulatory influence conveyed
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F15. 3. Responseof 5'D activity to HPX and surgical stress. HPX was
accor:paniad by an increase in basal 5'D activity of both ergans. In
contrast to post laparatemy siress (SHAM-SPNX), cranial surgery
increzsed basal AG zetivity. AG wet weight also increased (hetched
bars). Data represent mean = SE and were analyzed with one-way
ANOVA(Fand P values), followed by a Fisher's test (P = 0.05) applied
to the groups. Means with different letters are significantly different.
Cepitel letters reprasent statistical differences among weights.

TABLE 2. Hor=ene levels alter cranial surgery

Exgerimental B Ty T, -
gToup (ng'mh (ng/dl} (ng'd
INT 159 = 12.0° 84 = 4.0° 4.7 = 0.2°
SHAN-HPX 4235 = 80.0° 95 £17.0° 41=02°
HPY 41 = 8.7 28 = 2.3% 0.5=0.1
F= 17.54 7.839 38.442
P= 0.0001 0.0001 0.0001

Dzta represent mean = =2 and were analyzed with one-way ANOVA
(F 2nd P values), followad by a Fisher's test (P = 0.03) applied to the
groups. Means with diffzrent footnote letters are significantly different.
T, values in HPX animals were below the limits of sensibility,

by the splanchnic nerve and strongly suggest that the glands
autonomic innervation is important in preserving the bipha-
sic pattern of 3'D activation that characterizes AG response
to cold (Fig. 7). This tonic-stimulatory influence of the SNS
on AG 5'D activity is at variance with studies in which
enzyme activity is increased in denervated brown adipose
tissue (BAT) (16), or where it remains unchanged in the
pinezl and Harder’s glands from sympatectomized animals
(17, 18). However, these discrepancies are only apparent
because AG innervation includes mainly cholinergic pregan-
glionic fibers, swwhich also contain different peptidergic trans-
mitters, whereas BAT and the pineal and Harder’s glands
have adrenergic postganglionic fibers (15). Therefore, al-
though these results do not allow us to establish the involved
messengers, they clearly indicate that the splanchnic nerve
exerts a tonic-stimulatory control over basal AG 5'D activity.
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(1 pg/100 g BW) was enough to suppress the elevated 3'D activity
post-HPX observed in HP and AG 4 h efter administration. Data
represent mean = SE and were analvzed with one-way ANOVA(Fand
P values) followed by a Fisher's test (P = 0.05). Means with different
letters are significantly different. VEH, salire solution a3 vehicle,

Moreover, our findings on the biphasic enzyme response to
cold are consistent with the well known stimulatory influ-
ence exerted by the SNS on the biphasic responses of BAT3'D
activity during cold exposure (19), as well as on the pineal
and Harder's glands deiodinase activity during the dark
period of the light-dark cycle (17, 18, 20, 21). Similarly, our
results also suggest that hypothalamic 5'D activity, partic-
ularly its immediate activation inresponse to cold, could also
be influenced in part by the SNS, which is knoswn to be
immediately activated during acute cold exposure and ma-
diates the hypothalamic release of TRH and corticotropin
releasing hormone (22, 23). Studies in vitro have shown that
NA stimulates 5'D-II activity from neural tissues (2, 24), and
it is well known that in the HP the acute thermoregulatory
response to cold is characterized by anincrease in cholinergic
and adrenergic turnover (22, 23, 25).

In addition to disclosing the physiclogical importance of
the autonomic nervous system in regulating AG and HP 5'D
activity, our findings also suggest a regulatory influence for
glucocorticoids and thyronines. In INT rats, despite its clear
trophic and steroidogenic effects, ACTH had no effects on
5'D activity, whereas DEX selectively stimulated the AG
enzyme. These findings, which are consistent with the stim-
ulation of 5'D-II activity in cultured astrocytes (26) and with
the identification of distinct receptors for DEX in the central
nervous system and AG (27-29), strongly suggest a direct
effect of this synthetic glucocorticoid on 5'D activity and
would explain the ineffectiveness of the increased endoge-
nous steroid (post-ACTH) in stimulating enzyme activity.

Fi6. 5. Effzcts of ACTH and DEX on 5'D activity in INT rats. Despt
its steroidegenic effect, neither a single dose (10 ug/100 g BW, ~ 1
mU) (*) ror multiple doses (10 pg/100 g BV every 12 h during 2
days) {**) of ACTH modified HP or AG 5'D activiiy. In contrast,
single doze of DEX significantly increased basal AG 5'D activi:
whereas it lowered endogenous B levels. Data represent mean = ¢
All data were transformed and analyzed with onz-way ANOVA (ve
uves F and P), followed by a Fisher's test (P = 0.03) applied to ¢
groups. Means with different letters are significantly different. VE
s¢, saline administered s¢, VEH ip, saline adminiztered ip.

However, this evidence is not strictly comparable and furth
studies are required to assess the differential effects of B as
DEX. Furthermore, and in accord with current eviden
showing that both activity and 3'D-II enzyme turnover e
inversely related to T, supply (30, 31}, our results demc
strate that the increased (2- to 3-fold) AG apd HP 5'D activ:
in HPX animals is reverted to control values 4 h after a sing
T, injection. These results strongly suggest the T, particiy
tion on 5'D-II regulation but do not rule out the possit
participation of other factors. In a previous report from t!
laboratory (6), basal HP 5'D activity was not increased
response to HPX, a result probably caused by the differ«
grade of hypothyroidism (T, levels) attained in each stu
(3, 32). .

Although surgical stress elicited AG hypertrophy in b
groups of sham-operated animals, it is interesting to note t.
it was only in SHAM-HPX rats that AG 5'D activity increas
and attained the highest values detected in the study. Si
ilarly, and in consonance with the severe stress response t
accompanies cranial surgery (33), B levels in SHAM-HPX 1
remained elevated 10-16 days after surgery, whereas i
known that steroid levels subside to basal values 72 h a.
laparatomy (34). Furthermore, although in SHAM-HPX
imals ACTH and DEX rapidly (1 h and 2 h, respectiv:
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Fic. 6. Effectz of ACTH 2nd DEXin severely stressed rats. In SHAM.
HPX rats with infact axis, acute doses of ACTH or DEX effectively
inhibited high AG basal 5'D activity induced by cranial surgery,

These two hormones had no effect on HP 5'D activity. In contrast, in
HPX rats only DPEX was able to.suppress enzyme activity. Data rep-

resent mean = £z and were analyzed with one-way ANOVA{(F and P
values), followed by a Fisher's test (P = 0.03) applied to the groups.
Means with differant letters are significantly different.

TABLE 3. Effects of ACTH and DEX on hormone levels

Experimenial B T T,
group (rzml) (ngd) T (pg/dl

INT 150 = 12.0° 84 £4.0° 4.7 50.2°
SHAM-HPX

VEH 425 = 90.0° g3 =17° 4,1 =0.2°
ACTH 378 = §4.0° 66 = 10° 47 = 0.4°
DIX 3tz 4.3° 40 =42} 43 =03
EPX

VEH 41 = 8.7¢ 25 = 2.3% 0.4 *0.1*
ACTH . 83 =024f 40 = 7.8% 0.5 =0.1°
DEX 0 =z28 33 =35 0.7 = 0. 2~"
F= 17.154 7.839 38.44
P= ' 0.001 0.001 0. 00

Data represent mean = 32 and were analyzad with one-way
ANOVA(F and Pvalues), followed by a Fisher's test (P 5 0.053) applied

te the groups. Means with different letters are significantly different.

Rais were adminjstered acute doses of ACTH (10 pg/100 g BW or 200
g DEX/100 ¢ BW). T, values in HPX animals were below the limits
of sensibility. VEH, vehicle.

reduced the high basal enzyme activity to normal values, in
HPX rats only DEX had this inkibitory effect. Together these
data indicate that during severe siress, there is a clear-
cut stimulation of AG 5'D activity, which involves an
extrapituitary factor(s) and is glucocorticoid-dependent.

In summary, our.results demonstrate that the mechanisms
that participate in the regulation and activation of 5'D in the
AG and HP are of neuroendocrine nature and organ-specific.
Also, in both organs, but mainly in the HP, 5'D activity is
inversely dependent on T, supply. In addition to the tonic-
stimulatory influence conveyed by the splanchnic nerve, AG
5'D activity is influenced by thyroid hormones, glucocorti-
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FiG. 7. Does the splanchnic nerve regulate biphasic pattern during
cold exposure? This figure shows typical biphasic pattern of 3°'D ac-
tivationinres ponseto cold exposurein INTrats. This pattern waslost
inall left glandsinw 'uch the pedicle was handled, as well as in both
glands of SPNX rats. Note that activity was highest (60 min) in
stimulated glands that were not SPNX (SHAM-SPNX rats), These
results suggests that the splanchnic nerve is important for preser-
vation of the biphesic pattern. Arrows represent mono- {1 ) and bi-
phasic (} 1) pattern. AG with its innervetion (INT, handled or den-
ervated) is represented to the right. Each diagram proportionally
shows the relative size of the gland,

coids, and probably some extrapituitary factors whose
nafure s unknown yet.
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ABSTRACT

To study whether corticosterone synthesis is involved in the regulation of type i
deiodinase activity (AG D-lf), we examined the response of enzyme activity to single or
multiple doses of aminoglutethimide (AGT), in male Wistar rats (200g). AG D-Il activity
was measured in basal conditions (22 + 1° C}, and during acute cold exposure (1.0 h, at
4°C)), by the radiciodide release method. Corticosterone levels were measured by
competitive protein binding assay. Results show that the basal corticosterone levels and
AG D-ll activity were lower in AGT-treated rats, than in control animals. The response of
the enzyme to acute cold exposure, was blunted in AGT-treated animals. Therefore, we
conclude that coriicosterone synthesis is necessary in preserving the physiological

response of AG D-II activity to cold exposure.

KEY WORDS

Type il deiodinase activity, adrenal gland, glucocorticoids, corticosterone, cold-stress,

aminoglutethimide.

INTRODUCTION

Besides their well-known participation in supporting the long-term energy expenditure
associated to sustain metabolic demands, a growing body of experimental evidence
indicates that circulating and intracellular levels of thyroid hormones (TH) are modified
during acute and chronic stress response; v.gr., the so called sick-euthyroid syndrome,
surgery, etc (1-3). The mechanisms implied in these adaptive regulatory process are
extremely complex and involve changes at different levels of the hypothalamic-pituitary-
thyroid axis (HPT), as well as on its peripheral fine-tuning branch: the enzymatic
deiodinase system (2-4). Peripheral thyronine organ-specific deiodination plays a key
role in determining the intracellular levels of active or inactive TH through the action of a
family of membrane bound selenoenzymes (5). Among the members of this enzyme
family type Il deiodinase (D-l) activity is responsible for the intracellular conversion of

thyroxine (T4) to its most active molecular form: triiodothyronine or T3. Studies aimed to



understand the mechanisms involved in regulating D-ll activity have disclosed that its
activity becomes significantly increased in those neuroendocrine structures involved in
the installment of acute response to stress (6-8). Thus, adrenal gland D-ll (AG D-Il)
activity is stimulated during cold exposure, and this enzymatic response requires the
intactness of the splanchnic neural flow impinging the gland, as well as the presence of
glucocorticoids (6-7). However the mechanism implied in this neuroendocrine regulation
are still unknown. Therefore, the present study was designed to further analyze the role
ptayed by corticosterone in modulating the immediate increment of AG D-Il activity that
accompanies acute cold-stress. Our results show that corticosterone is required to
modulated both: the tonic-AG D-|l activity as well as its phasic increase in response to

cold-stress.

RESULTS

Adrenal Gland Weight and Circulating Corticosterone Levels. As shown in Fig.1,
(panel A), multiple doses of AGT increased in a 30 % the wet weight of AG, whereas a
single administration of the drug had no effect. in parallel and as expected (Fig. 1 panel
B), AGT administration consistently decreased (40 %), although not significantly,
circulating corticosterone levels. Furthermore, AGT-treated animals did not exhibit the
well documented increase in corticosterone secretion accompanying acute cold

exposure.

AG D-If Activity. As shown in Fig.2, a trend to lower AG D-Il activity was observed in
AGT-treated animals kept at room temperature. However the physiclogical acute rise in

AG D-ll activity provoked by cold exposure was blunted in AGT-treated animals with

repeated injections.

DISCUSSION

Present results show that blockade of corticosterone synthesis by AGT partially blunts

the acute cold evoked increase in adrenal gland D-Ii activity. it is well known that AGT



blocks the first step in the steroidogenic pathway by inhibiting cholesterol desmolase

(CYP11A1) activity. This blockade results in decreased circulating corticosterone levels -
and a compensatory increase in pituitary ACTH secretion (9-12). As present result
demonstrate, AGT administered either in a single or a multiple schedule, effectively
decreased circulating corticosterone levels and provoked a compensatory adrenal
hypertrophy which was more pronounced in those animals that received the drug
repeatedly. The antisteroidogenic activity of AGT became more evident during the
thermoregulatory demand imposed by cold exposure, a situation in which the
physiological corticosterone secretory response observed in control rats was blunted in
AGT-treated animals. Furthermore, this partial interruption in steroidogenesis was
associated to a trend to decreased AG D-ll activity in rats maintained at room
temperature, as well as to a significant decrease in the cold induced response of the
enzyme in those animals receiving repeated injections of AGT. These results are in
agreement with previous findings from our group, which have shown a significant
increase on AG D-ll activity after dexamethasone administration (7). Moreover, it has
been shown that glucocorticoids increasing both: D-lI activity and mRNA of rat astroglial

and pituitary cells respectively (13, 14).

The fine-tuning regulation of tissue specific peripheral thyronine deiodination is far from
being fully understood. However, available evidence indicates that among its mayor
components, it certainly induces a complex interplay between T4 supply and the activity
of both: the neuroendocrine and the sympathetic nervous systems (5,15). Results from
the present study are consistent with this notion, and add further support to our proposal
that whereas ACTH is devoid of any significant effect, splanchnic nerve activity plays a
pivotal stimulatory role on the regulation of AG D-Il activity (6,7). Furthermore, present
findings and recent studies in which splanchnic denervation increases the frequency of
corticosterone pulses in unstressed rats (16), provide additional evidence for the
interwoveness that neuroendocrine and sympathetic nervous signals play on regulating
peripheral thyronine deiodination. The physiological significance of AG D-ll activity

during cold thermorregulatory response remains to be investigated.



MATERIALS AND METHODS

Reagents. Nonradioactive T4 of the highest available purity was obtained from Henning
Co (Berlin, Germany), corticosterone, 6-n-propyl-2-thiouracil (PTU) and DL-
aminoglutethimide (AGT) were from Sigma Chemical Co (ST. Louis MO). 23)_Labeled
thyroxine and 1,2,6,7-[3H]-hydrocortisone were purchased from New England Nuclear
(Boston, MA). The specific activities of T4 and corticosterone were 1250 and 220 uCi
fng respectively. DL- Dithiothreitol (DTT) was obtained from Calbiochem (La Jolla, CA).
Sep Pack C18 cartridges were obtained from Waters Associates (Milford, MA).
Bradford's Reagent and Dowex 50 W-X2 were obtained from Bio-Rad (Richmond, CA).

All other chemicals were of analytical grade.

Animals and Experimental Design. Male Wistar rats of 200 £ 10 g of body weight
were used. They were housed in stainless steel cages under controlled temperature (22
+ 1° C), humidity (67 + 4 %) and lighting conditions (12:12; lights on 07:00 to 19:00
h).They had free access to rat chow (Purina, Richmond CA) and tap water. Procedures
regarding care, treatment administration and euthanasia of animals were reviewed and
approved by an ad hoc ethic committee. Two groups of rats were subcutaneously
injected with AGT, dissolved in acetate buffer (pH 4.0) and saline solution (0.9 % NaCl).
The first one received a single dose of AGT (10.0 mg / rat), and one hour later they
were transferred to a cold room (4° C) for 1.0 h. Rats were decapitated 2.0 h post-
injection. The second group, received the same dose of AGT, but the drug was
administered twice daily (20 mg), for 3 consecutive days. One hour after the last
injection of AGT, the rats were kept a 4°C for 1.0 h, and sacrificed as described above.

Each group had its own control animals, which were kept at room temperature (22 +

1.0°C).

Handling of Samples. On the day of the experiment, AG were rapidly removed, freed
of pericapsular fat, and immediately processed. Tissue samples were homogenized
individually on 10 volumes (wt /vol) of 0.25 M sucrose and 20.0 mM TRIS-HCL (pH 7.6)
containing 10 mM DTT and 1.0 mM EDTA. Crude homogenates were centrifuged at
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10,000 g, for 15 min at 4°C. The supernatant (microsomal crude fraction), was quickly
frozen in dry ice-acetone and stored at -70°C until the determination of D-il activity.
Trunk blood was allowed to clot at room temperature and centrifuged at 4°C, for 15 min.

Serum was stored at -20°C until corticosterone determination.

Deiodinase Assay. D-ll activity was determined by a modification of the radiolabeled
lodide-release method described by Leonard and Rosenberg (17). AG D-ll activity was
assayed by the release of 2°l from the phenolic ring of ['®1}-T4 (2.0 nM ~ 200,000 cpm),
in presence of non-radioactive T4 (28 nM), DTT (20 mM)}, and PTU (1.0 mM); as
described previously (18). Reaction time was 3.0 h, at 37° C. The reaction was stopped
by adding 50 ul of a cold solution containing 50 % normal bovine serum plus PTU (10
mM) and 350 pl of 10 % trichloroacetic acid. The samples were centrifuged for 10 min,
at 1,500 g, and the liberated radioiodide was measured after isolation by ion exchange
chromatography (Dowex 50 W-X2). ['*1)-T4 was purified immediately before use with
Sep-Péck _C18 cartridges yielding a purity of 98 %. The protein contents of the
homogenates were determined by Bradford's method (19). Results of enzyme activity
are expressed as fmol | released / mg protein / h. All samples were processed
individuaily, and each sample was determined in duplicate. Coefficient of variation was

< 6.0 %. Control incubations were performed by omission of the homogenate.

Corticosterone Assay. Circulating serum levels of corticosterone were assessed
without previous purification, by a competitive protein binding assay, as described
elsewhere (20). The limit of sensitivity was 0.25 ng /assay /tube. Recoveries ranging

was from 63 to 87 %. Intra- and inter-assay coefficient of variation was 8.0 and 8.4 %

respectively.

StatisticaI'Analysis. All results are expressed as means + SEM. The data were
analyzed by Student’s —Test, or analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-

Keuls Test. A value of P < 0.05 was considered statistically significant. Results were



analyzed with the help of the statistical package (Sigma, Stat. Jandel Corporation,
1994).
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LEGEND TO THE FIGURES

Figure 1 (A). Effect of AGT on AG weight. Panel (B). Circulating corticosterone
levels in acute cold stressed rats treated with AGT. Rats were maintained in a cold

room (4 C), for 1.0 h. Results are expressed as the mean + SEM, of 5 rats /group. Data

were analyzed with ANOVA, followed by a Newman Keuls-Test. * P < 0.05.

Figure 2. Effect of AGT on AG D-ll activity in acute cold stressed rats. Rats were
maintained in a cold room (4 C), for 1.0 h. Resuits are expressed as the mean + SEM,
of 5 rats /group. Data were analyzed with ANOVA, followed by a Newman Keuls test. P

< 0.05. Means bearing different superscript letters differ significantly.
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