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RESUMEN

. Las hormonas tiroideas (HT) ejercen su efecto en todos los tejidos, y son
indispensables para el desarrollo y la regulacién del metabolismo energético. La
glandula tiroides produce el 100 % de los niveles circulantes de tiroxina (T4), el 20.
% de triyodotironina (T3) y menos de 1 % de triyodotironina reversa (rT3), Mediante
la desyodacién de la T4 se produce la hormona bioactiva (T3) o !a inactiva (rTs) que
requiere cada célula. Esta reaccién es catalizada por las desyodasas (Ds) y
bioquimicamente se han identificado tres tipos enzimaticos: D1, D2 y D3. Hasta
ahora el estudio de la desyodacién en peces apoya la idea de que estos
vertebrados expresan D1 en el rifnén. Recientemente, en nuestro laboratorio se
reportd actividad D1 y D2 en el higado de Fundulus heteroclitus. Este hallazgo
coloca al higado de este pez como un excelente modelo para el estudio de la
funcion y regulacion de la expresién de estas enzimas. También en nuestro
laboratorio se clond el cDNA que codifica para la D2 en el higado de este pez; y en
el presente trabajo se describe la clonacién y caracterizacion del cDNA que codifica
para la D1 en el mismo. Utilizando la técnica de RT-PCR vy oligos degenerados
disefados a partir de las secuencias de aminoacidos conservados de la D1 en otros .
vertebrados, se amplificé un fragmento inicial correspondiente a la region del sitio
activo de la D1. A partir del fragmento inicial y utilizando 5’ y 3' RACEs, aistamos
los fragmentos restantes del cDNA. En ellos se identificaron los rasgos
caracteristicos de los ¢cDNAs reportados para la D1 en otros vertebrados, tales
como: 1) la presencia del codon UGA que codifica para el aminodacido
selenocisteina (Se-Cys); 2) en la regién 3' no traducida de! cDNA se identifico la
secuencia SECIS necesaria para la insercién de Se-Cys y 3) la secuencia de
aminoacidos obtenida de este cDNA mostré 48 % de identidad con las Dis
reportadas en otros vertebrados, y 34 % y 38 % con las secuencias de la D2 y de la
D3 respectivamente. Con todas estas evidencias proponemos que el cDNA clonado
‘codifica para la selenoproteina D1 en el higado de Fundulus heteroclitus. Los
hallazgos de este estudio sugieren que la enzima D1 ha conservado sus rasgos
estructurales por ser fundamental en la regulacion de la bioactividad de las HT.

xii



ABSTRACT

Under normal conditions the thyroid gland secretes 100 % of T4, 20 % of T3 and
less than 1 % of the circulating 1T . As judged by its affinity to thyroid hormone (TH)
receptors, it is known that T4 acts as a prohormone, and that its activation or
inactivation depends on its peripheral conversion by deiodination.This metabolic
pathway is organ-specific and represents a fine regulation of TH supply, depending
on the need of each cell. Deiodination is catalyzed by deiodinases which, through a
tissue specific modulation, activate or inactivate TH. Three deiodinases have been
biochemically characterized. Both deiodinases D1 and D2 catalyze the activating
pathway, while inactivation is catalyzed by the D3 deiodinase. These enzymes have
been apparently highly conserved in terms of structure and function throughout
vertebrate evolution. It is now known that deiodinases are selenoproteins that
contain an in-frame TGA codon which codifies for the modified aminoacid
selenocysteine, located in the active site as well as a selenocysteine insertion
sequence (SECIS) element located in the 3' UTR. Biochemical studies have shown
that the vertebrate adult liver expresses D1 activity exclusively. Despite the reported
tack of presence of D1 in teleostean liver, we have shown hepatic co-expression of
D1 and D2 deiodinase activities in some teleosts. Here we report the cloning of the
D1 cDNA from the liver of Fundulus heteroclitus. D1 conserved sequences from
other vertebrates allowed the design of degenerate primers specific to the active
site of the enzyme. RT-PCR was used to amplify specific cDNA fragments from F.
heteroclitus liver, which were extended using standard cloning techniques to isolate
the full length cDNA. The full lenght D1 clone is ~1.3 kb. This cDNA presents the D1
characteristic features: 1) an in frame TGA codon that encodes selenocysteine, 2)
the consensus selenocysteine insertion sequence (SECIS) 220 pb upstream of the
poly(A) tail, and 3) 48 % identity at the aminoacid level with other D1s. The current
data suggest that D1 has been highly conserved in evolution by its importance in
the regutation of thyroid hormone action.

xdii



Introduccién

INTRODUCCION

Sin duda el estudio de los factores que regulan ia desyodacién periférica es
uno de los retos en ja investigacién de la fisiologia tiroidea contemporéanea. En
efecto, en los dltimos 20 afos se ha descubierto que la desyodacion periferica de
ias hormonas tiroideas (HT) determina, a nivel 6rgano-especifico, la bioactividad de
estas hormonaé. Sin embargo, y no obstante la importancia y el interés que estos
hallazgos han generado, hasta la fecha poco se ha avanzado en el entendimiento
de los mecanismos que participan en la regulacion de la actividad de las
desyodasas. En este contexto, y en base a los antecedentes especificos que se
describen mas adelante, este trabajo consistié en la clonacién y caracterizacién del
acido desoximibonucleico complementario (cDNA) que codifica para la desyodasa
tipo 1; (D1) en el higado del pez teleésteo F. heteroclitus. Lo anterior forma parte
de un proyecto mas amplio encaminado a estudiar la regulacién de ia via de
activaciéon de las HT, utilizando como modelo experimental algunas especies de

teleésteog;.

Adn cuando la expresion de ta D1 se ha detectado en el higado de las
especies de mamiferos, aves y reptiles estudiadas, en el higado de algunos peces
teledsteos soélo se habia reportado actiQidad desyodativa tipo 2 (D2). Por esta razén
se habia propuesto que la D1 no se expresaba en el higado de los teledsteos.
Recientemente en nuestro laboratorio se caracterizé bioquimicamente la actividad
desyodativa D1 y D2 en el higado de F. heteroclitus y se encontraron algunas
diferencias en la cinética de la D1 y D2 con respecto a su contraparte hepatica en
mamiferos. Estas diferencias funcionales se pueden ahora analizar utilizando las
técnicas de la biologia molecular. En efecto, el analisis de la estructura del DNA
complementario (¢cDNA) y de la secuencia de aminoacidos que codifica, permitira
identificar las bases estructurales que podrfan explicar las diferencias bioquimicas
observadas entre la D1 del higado de F. _hetemc.'itus' con la de otros vertebrados.
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: ANTECEDENTES

I. HORMONAS TIROIDEAS

Entre la amplia variedad de mensa;eros quimicos que los seres vivos utilizan
para coordlnar e integrar sus funciones, las HT ocupan un lugar muy relevante. En
los vertebrados estas. biomoléculas ademas de ser indispensables para la
neurogénesns el desarrollo, el crecimiento y la reproduccion, participan de manera
especqe especuﬁca en procesos fisioldgicos tan variados como los que se indican en

la figura 1.
GENERALES
Neurogénesis
Desarrollo/Crecimiento
Reproduccion
f ' ESPECIE-ESPECIFICOS
PECES ANFIBIOS . REPTILES AVES ‘ MAMIFEROS
Balance Estimulan Muda de piel Migracion | Calorigénesis
Hidroosmético metamorfosis Balance
' ' : metabblico

Figura“ 1. Principales Efectos de las Hormonas Tiroideas en Vertebrados

'Los mamiferos han sido las especies en donde mas se ha estudiado ia
fisiologia tiroidea. Actualmente se reconoce que €n este grupo de vertebrados, las
HT participan en un gran ndmero de eventos fisiolégicos actuando en

practicamente todas las células del organismo (Cuadro 1).

. La estructura quimica de las HT es homodloga en todos los vertebrados

estudiados hasta la fecha (Fig. 2).
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Cuadro 1. Principales Efectos de las Yodotironinas en Mamiferos

I Favorecen la glucdlisis y el consumo de oxigeno.
CALORIGENESIS Estimulan !a sintesis de las subunidades oy p de la bomba Na'/K*
C ATPasa dependiente.

Controlan sintesis de termogenina (UCP)} en |a grasa parda.

Participan en la sintesis de vitamina A.
METABOLISMO DE inhiben ta fosforilacion de tiamina y aumentan la demanda de otros

VITAMINAS compenentes del complejo B
) ESTIMULAN:
CRECIMIENTO Y Crecimiento somatico.
DIFERENCIACION Produccién de GH.
CELULAR Maduracién del sistema nervioso.
: Osificacion epifisiatia.

- Esenciales (periodo critico) en desarrollo y maduracion neuronal.
SISTEMA NERVIOSO Modulan la velocidad de conduccién-excitabiiidad y regulan patrones
CENTRAL conductuales.

AUMENTAN:

METABOLISMO DE Absorcion v utilizaci
y utilizacién de glucosa.
CARBOHIDRATOS Glucogendlisis.

Degradacion de insulina.

SISTEMA Efecto inotrépico y cronotropico.
CARDIOVASCULAR Sinergismo con catecolaminas.

METABOLISMO DE | ACELERAN:

LiPIDOS Sintesis, degradacién y excrecion biliar de colesterol y &cidos biliares.
SISTEMA Participan en la sintesis de hemoglobina.
HEMATQPOYETICO Absorcion de By, y acido fdlico.
METABOLISMO Anaboliémdcaiabolismo {dependiendo de los niveles).
PRO_TEiNICO
METABOLISMO Inhiben conversion de creatina a fosfocreatina.
MUSCULAR :
METABOLISMO Aumentan filtracién glomerular.
HIDROELECTROLITICO | Diuresis de sodio extracelular.
FUNCION Regulan la sintesis y secrecién de las hormonas TSH, GH, FSH, LHy
HIPOFISIARIA : . '
PRL.
FUNCION GONADAS:

. Necesarias para la diferenciacién gonadal.

REPRODUCTORA | G| ANDULA MAMARIA:

Esenciales para la diferenciacion funcional de primordics alveciares.
Forman parte del complejo galactopoyético.

APARATO REGULAN:
GASTROINTESTINAL- | Velocidad transito intestinal.
HIGADO Deplecion glucégeno hepético.

TSH, hormona estimulante de Ia tiroides; GH, hormona del crecimiento; FSH, homona foliculo
estimulante; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina {Gémez et al. 1990). ‘
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N 3.5,3'.5'- Tetrayodotironina (Tiroxina, Ta) 3.5.3’- Triyodotironina (Ta)
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Figura 2. Estructura de las Hormonas Tiroideas. Las HT son moléculas que se caracterizan por
contener yodo y su precursor €s el aminoacido tirosina, por lo cua! son llamadas yodotironinas. Al
anillo interno o tirosilo se le llama asi por conservar el residuo de alanina caracteristico de la tirosina.
El anillo externo se identifica como fenilo por el grupo p-hidroxilo que presenta. La posicion de los
Atomos de yodo en los anillos determina la bioactividad de estas hormonas. Por desyodacion de la
T. se puede obtener T3 6 T3, por lo que se considera a la T4 como una prohormona. La Ty esla
molécuta responsable de la mayoria de los efectos mientras que larTs cérece de actividad.

I

Las hormonas tiroideas son producidas en la glandula tiroides. En los
mamiferos la tiroides se encuentra en la parte anterior del cuello rodeando
parciaimente la traquea. La forma de la glandula en los vertebrados depende de la

agregacion folicular y es caracteristica de cada clase (Fig. 31).

Tiburdn Rana

|
Figura 3. Morfologia de la Glindula Tiroides en Algunos Vertebrados. (Gorbman & Bem,1983).
|




Antecedentes

i

La glandula tiroides estd formada por un gran nimero de foliculos
encapsulados en tejido conectivo rodeados de una red capilar muy densa. La
unidad anatdmica y funcional de ia glandula tiroides es el foliculo tiroideo. El

foliculo es una estructura esférica que esta formada por una monocapa de celulas .
epiteliales (tirocitos) que rodean a la cavidad folicutar (Fig. 4). '

Cavidad
folicular

Tirocitos

Foliculos tiroideos
Cipsula de tejido conectivo

Figura'4. Foliculos Tiroideos en la Glandula Tiroides de Mamiferos. Se observan: los foliculos
tiroideos, los tirocitos y la cavidad folicular.

El tirocito es una célula especializada en la captacién de yodo. Este proceso
esta mediado por un mecanismo energético denominado genéricamente bomba de
yodo (DeGroot & Taurog, 1979; Guyton, 1992; Escobar et al.1992). La cavidad
folicular de los foliculos tiroideos esta llena de un material viscoso flamado coloide y
constituye un reservorio de las hormonas tiroideas secretadas por los tirocitos. El
coloide estd constituido principalmente por una glucoproteina especifica de la
glandula tiroides llamada tiroglobulina (TgB) que sirve de soporte para la sintesis y
almacenamiento de las HT. A diferencia del resto de las células enddcrinas
conocidas en los vertebrados, las células tiroideas o tirocitos, exhiben una
organizacién que es caracteristica de los tejidos exécrinos. En efecto, estas
célula§ epiteliales cuyo brincipal producto de sintesis proteinica esla TgB,
transﬁ:ortan vectorialmente a esta proteina hacia la cavidad folicular apical del
fo!icul:o tiroideo. A lo largo de esta via de transporte la TgB se pliega, se dimeriza y

5



es glucosilada, fosforilada y sulfatada. Ademas, entre estas .modificaciones
postranscripcionales, la moleciia de TgB es yodada. Esta organificacién del yodo
en la rﬁolécula de TgB rica en residuos de tirosina,‘juega un papel fisiolégico dual:
mantiene fas reservas de dicho micronutrimento, y es a la vez un paso crucial en la

sintesis de las hormonas tiroideas.

Asi, para la biosintesis de HT se requiere: el aporte dietético del yodo y el
transporte activo de éste al interior del tirocito, la yodacion de los residuos de
tirosina en la tiroglobulina y el acoplamiento entre yodotirosinas para formar

yodoﬁrbninas (Fig. 5).

E
§ Twogictatina
:
;

Captacitny .

. ‘ Y

: ’ v Sangre : oty
Figura 5. Biosintesis de las Hormonas Tiroideas. 1) captacién o transporte activo del yodo al
interior del tirocito. 2) Por accién de las peroxidasas el i6n yoduro (') es convertido en “yodinio™ (I') o
4cido hipoyodoso {HIO), una forma reactiva capaz de unirse o “yodar" a los residuos de tirosina
presentes en la tiroglobufina (TgB). 3) La tiroperoxidasa (TPO) cataliza la yodacion de la TgB en la
mermibrana apical y se forman las yodotirosinas: monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT). 4)
MIT y DIT permanecen unidas a TgB en el coloide constituyendo un reservorio de precursores de
HT. 5) En respuesta a la demanda de HT el coloide es endocitado y las vesiculas endocitadas se
fusionan con lisosomas. 6) En los fagolisosomas resultantes se forman las yodotironinas mediante
el acoplamiento de dos residuos yodotirosilo (MIT o DIT) y se liberan de la TgB por proteolisis. En
esta reaccién de acoplamiento participa €l peréxido de hidrégeno vy la TPO, y depende de la
estructura terciaria de la TgB. 7) Las HT al llegar a la membrana basal se liberan aparentemente por
~ difusién. Parte de la T, puede ser recapturada y desyodada hacia Ta. El yodo liberado en forma de
MIT y DIT también se reutiliza. (Hove & Broucke, 1980).
i ; .
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- En condiciones normales la glandua tircides secreta al torrente sanguineo el
100 ‘% de la tiroxina (T4) circulante, el 20 % de la triyodotironina (Ta) y menos de! 1
% de la triyodotironina reversa (rT3) y de la diyodotironina (T2) (Escobar et al. 1992).
El 80 % restante de la T3 es producido por desyodacién perlfénca (Larsen et al,
1998).

La sintesis y secrecién de las HT elaboradas por la glandula tiroides esta
su;eta a un estricto sistema de control y reguiacufm Este sistema se denomina eje
h|potélamo-h|p6ﬁ$|s-t|r01des (eje HHT), y en el intervienen una cascada de sefales
nerviosas y endécrinas (neurohumorales) para el control de la sintesns y secrecion
de la tirotropina u hormona estimulante de la tiroides (TSH) por los tlrotropos en la
adenohiptfisis. La cascada cuimina en los tirocitos de Ia glandula tiroides en donde
la TSH controla y regula la sintesis y liberacién de HT a la circulacion (F ig. 6).

Por su naturaleza hidrofébica las HT se unen a proteinas transportadoras
- para mantenerse en la circulacion. Las proteinas séricas sintetizadas en el higado
que juegan un papel importante en el transporte de las hormonas tircideas son: la
globulina transportadora de HT (TBG); la albumina (Ab); la prealbimina
transportadora de HT (TBPA) y la transtiretina (TTR). En humanos la proteina que
presenta mayor afinidad por las HT es ja TBG (Robbins et al. 1978; Robbins &
Bartalena, 1986). De la cantidad total de HT circulantes sélo una pequefa fraccién
queda libre (0 018-0.016 %). La unién de las hormonas tircideas con las proteinas
transportadoras no sélo determina su biodisponibilidad, también influye sobre su
metabolismo, excrecién y actividad biolégica (Robbins, 1991; McNabb, 1992). Las
HT unidas -a proteinas son metabdlicamente inactivas y se considera que
constituyen tn sistema de almacenamiento.

- Para ejercer sus efectos fisiologicos, ias HT tienen que penetrar al interior
celular y unirse a sus receptores. Aun cuando las HT son moléculas hidrofébicas,
éstas no penetran a las células por simple difusion. Recientemente se ha sugerido
la paiﬂicipacién de un mecanismo celular activo para la internalizacién de las HT.
Se trata de un mecanismo especial de endocitosis mediado por receptor, conocido
como potocitosis, que es de alta afinidad, capacidad limitada y parciaimente
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depenciiente de energia  (Krenning & Docter 1986; Pontecorvi & Robbins, 1986).
Se ha éescﬂto que el transportador es el mismo para la T4 y T3 en la adenohipofisis
(Everts et al. 1994), mientras que en el higado es diferente (Docter & Krenning,
1990; Kéhrle, 1999).

,_J_‘

A NA t

HIPOTALAMO \/ )
-
HIPOFISIS ]
TSH l+
TIROIDES O —
HT
Ty ey T3

Figura 6. Regulacién de la Sintesis y Secrecion de Hormonas Tiroideas. La TRH hipotalamica
induce la sintesis y liberacion de la TSH hipofisiaria. La TSH estimula a los tirocitos para que
sinteticen y secreten HT a la circulacion. Cuando los niveles  circulantes y la concentracion
intracelular de T y T4 son altos, se inhibe la sintesis y secrecion de TSH por la estimulacion de la
transcripcioin de la piroglutamil-amino peptidasa (PGAP), enzima que degrada la TRH en los
tirotropos. También en el hipotadlamo la T3 modifica |la velocidad de recambio de adrenalina (A) ¥
noradrenalina (NA). Las neuronas TRHergicas del hipotadlamo son reguladas principalmente por
aferencias adrenérgicas. La concentracion intracelular de HT establece mecanismos de retroaccién
que regulan la operacion del eje. TRH, tiroliberina; TSH; tirotropina.
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Los numerosos y variados efectos biolégicos de las HT, se deben a que
aumen'tan ta sintesis de diversas proteinas estructurales y funcionales que son
responsables de los efectos finales observados. Los receptores a hormonas
tnroudeas (Ta Receptors TRs) son proteinas localizadas en el nucleo o en la
mitocondria. Cuando las HT se unen a estos receptores se activa el proceso de
modulécibn de la transcripcion de genes especificos (Baxter & Funder, 1979; De
Groot & Taurog, 1979; Tata, 1980; Weinberg et al. 1986). Aunque la mayoria de
los efectos de las HT son ejercidos a través del mecanismo anterior, la T3 tambien
tiene efectos rapidos a nivel de ia membrana celular (uniéndose a receptores de
membfana, a canales i6nicos 0 mecanismos asociados al citoesqueleto), o como
modulador de la accidn de proteinas o enzimas dependientes de ligando (Davis,
1991; Davis & Davis, 1996; Leonard & Farwell, 1997). La T4 carece de actividad
t|rom|mét|ca por la via de interaccion con TRs, pero se ha mostrado que puede
tener efectos directos como modulador de mecanismos asociados al citoesqueleto
(Leonard & Farwell, 1997). En estudios recientes se ha mostrado que la 3,5
diyodotironina (T2), producto de la desyodacion del anillo externo de la T, ejerce
algunos efectos caracteristicos de la T3 tales como calorigénesis, inhibicién de los
niveles séricos de TSH, asi como incrementar los de GH en animales hipotiroideos
" (Moreno et al. 1998).. Lo anterior sugiere que esta molécula tiene algunos efectos
biolégicos mediados por su unién a TRs y no se descarta fa idea de que pueda
ejercer efectos extranucleares (Lanni et al. 1996; Moreno et al. 1998). A la fecha a
larTs' no se le conoce ningun efecto biolégico. ' |

. Las vias metabélicas extratiroideas por las que se transforman las HT
pueden ser: desyodacion, conjugacién, desaminacion oxidativa y descarboxilacion
(Chopra et al. 1978). Estas vias son importantes en la activacion, desactivacion,
degradacion y. excrecion de estas hormonas (Fig. 7). |
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Figura 7. Vias Metabélicas de la Tiroxina. Todas las vias metabdlicas sefialadas con lineas
discontinuas inactivan a la tiroxina. La desyodacion en la posicién § ¢ 3’ constituye la dnica via
métabolica de activacién, porque produce a la Ti, hormona responsable de los efectos biolégicos.
Bajo condiciones fisiolégicas, la ruptura del enlace éter y ia desaminacion oxidativa de la cadena
lateral son vias metabdlicas menores comparadas con la desyodacion y la conjugacion.

La desyodacién consiste en la remacion progresiva dé los atomos de yodo
de las HT. Mediante !a desyodacién periférica de la T, las células son capaces de
ajustar a sus necesidades metabélicas la cantidad de horrhona tiroidea activa (T3) o
: inabtivé (rTs) que requieren. La desyodacién ocurre practicamente en todos los
tejidos‘y constituye un proceso de regulacién érgano-especifico de la concentracion
intracelular de hormonas tiroideas (Valverde et al. 1998). Debido a la importancia
bioldgica de las hormonas tircideas existen diversos mecanismos que regulan su
. ‘actividad. En efecto, ademas del control neuroendocrino a través del eje HHT,
existe la desyodacién periférica mediante la cual las células son capaces de ajustar
a sus, neceéi_dades rhetabélicas la cantidad de hormona tiroidea activa que
requieren (Valverde & Aceves, 1989). Actualmente se sabe que existen dos vias
desyodativas. La primera. es la llamada via 5 (5'D) u ORD (Outer Ring
Deiodination)‘porque involucra la monodesyodacién del anilio fenilo o externo de la
yodotironina. Por esta via la T4 se convierte en T3 y la rT3 en 3,3'-diyodotironina
(3,3’-1';2). La segunda via es denominada 5 (5D) 6 IRD (lnner Ring Deiodination)
porque desyoda el anillo tirosilo o interno de la yodotironina. A través de esta via la
T4se iransforma en rTay la T3 en 3,3"- T2 (Fig. 8). Por sus implicaciones fisiolégicas
se ha !considerado a la ORD c¢omo la via de activacién, ya que da lugar a la Ts, que
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como sfe menciond es la hormona metabdlicamente mas activa. En contraste la via
IRD sé denomina via de desactivacién, porque a través de esta via, la T4 se
transfo.rnﬂa en la triyodotironina inactiva 6 rTa y la T3 se degrada a la diyodotironina
3,3 -T2 (?hopra et al. 1978; Engler & Burger, 1984).

\ \ NH2
Il
HO -] CH2CH
COOH
) I .
.. IRD
' ORD T o
. ."'-\.
1 1 1 b 1
"Hz D )
I I'd
uo—‘ }— o —< }-cnzcn HO -] —< >—CH2CI'|
~ ~
COOH COoon
3 T | ]
.,
IRD

T2

Figura 8. Productos Obtenidos a Partir de la Monodesyodacién Secuencial de Tiroxina. Las
flechas con linea continua representan la via de activacién {ORD) y las fiechas con linea discontinua
muestran la via de desactivacion (IRD) (Modificado de Leonard, 1991).

il. DESYODASAS

i Las vias desyodativas estan catalizadas por tres enzimas denominadas
desybdasas. La desyodasa tipo 1 (D1) puede catalizar la via de activacion o la de
inactivacién ya que a partir de T4 puede formar rT; 6 T3. La desyodasa tipo 2 (D2)
partic;:ipa exclusivamente en la via de activacion, ya que elimina un atomo de yodo
del anillo externo de la Tq produciendo Ti. La desyodasa tipo (D3), cataliza
Unicamente la via de inactivacién. Asi, la bioactividad de las hormonas tiroideas
depe:nde en gran medida de !a actividad de las desyodasas (Valverde et al. 1998).
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A CKRAECTEN'ZACI:ON BIOQUIMICA. A la fecha las desyodasas no se han
aislado m purificado. Los métodos tradncronales de purificacion de- proteinas en
parte . han fracasado porque la concentracu')n de estas enZ|mas ‘es
extremadamente baja en los tejidos y son proteinas mtegrales de la membrana. S|n
embargo Jutlllzando métodos bioguimicos, se han estudiado sus caracteristicas
ﬁsncoquimlcas y cinéticas, principalmente en mamiferos (Cuadro 2). A partir de
estos trabajos se sabe que las desyodasas se diferencian de. acuerdo a los
-s:gmentes crltenos 1) la reaccién que catailzan 2) el substrato preferencial; 3) la
SenSIDIlId?d al proplltlouracﬂo (PTU) vy otros “inhibidores; 4) requenmlento de
cofactor. (Visser et al. 1978, 1982, 1991; Kéhrle, 1999). Utilizando como marcador
especiﬁcci’ de las enzimas el N-bfo'rnbaceti!-Tsféﬁdiac':tivo se .ha identificado su-masa
moleculaf Yy sué subunidades. Los factores que participan en la regulacién de la
actividad | desyodatwa han sido poco estudiados y actualmente se considera que la
regulamén depende de: 1) el aporte y la dlspomblhdad del substrato
(hlpert|r0|Fi|smo-h|pot|r0|d|smo), 2) el aporté y el balance energético del organismo
(principalfnente de carbohidratos y proteinas) y 3) algunos mensajeros
neuroend:ocrinos‘ (Brown et al. 1991; Cy[r et al. 1988; Kaplan, 1980; Kihn et;al.
1993). , . ‘

B. CARACTERIZACION MOLECULAR. Utilizando las . técnicas de la “biologia
moleculaé, recientemente se_‘hé_lqg'ra'd@ la caracterizacion mplecular de los 4cidos
ribonucleicos mensajeros (mRNAs) que codifican para las tres enzimas
desyodastas y con la secuencia deducida’ de ammoécudos se ha avanzado en el
conoc:mlento de las relaciones estructura—funcrén de estas moléculas (Cuadro 3),

(St Germam et al. 1990; Berry et al. 1991a) . -

E +
Aa‘n cuando.la D1, la D2y la D3 son fundamentales para.ia funmén tiroidea,

por los ObjetIVOS partrculares de esta teS|s a conttnuacsén se revusa en_detalle
umcamente la informacién referente a la D1

k
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Cuadro 2. Caracteristicas de las Desyodasas en Mamiferos

CARAcfERiSTICAS D1 D2 D3
REACCION QUE ORD e IRD ORD IRD
CATALIZAN
SUB§TRATO Ta>>Ta>> T3 T4>1T3 Ti(sulfato) > Ts
PREFERENCIAL
;Km 0.5 uM 1-2 nM 5-20 uM
COFACTOR Km 5 mM 25 mM ~70mM
CINETICA DE REACCION Ping-pong " Secuencial Secuencial
SITIO ACTIVO Se-cys, phe, his Se—cys Se-cys
MASA MOLECULAR 55 000 kDa 200 000 kDa 2
' Subunidad 27 kDa | Subunidad 29 kDa | Subunidad 32 kDa
INHIBIDORES:
TIOGLUCOSA AURICA PR + -
PTU 4t + -
- YODOACETATO — + ?
ACIDO IOPANOICO 4+t it +H++
FLAVONOIDES 44+ - +++
DISTRIBUCION EN Tiroides, rifion, SNC, hipdfisis, BAT, | Placenta, SNC, piel
ORGANOS higado, hipofisis pineal, suprarrenal :
_ eutiroidea, SNC
LOCALIZACION Higado: RE MMic MMic
SUBCELULAR Rifion: MP
PROBABLE FUNCION | Proveer Tscirculante Autoconsumo Desactivacion tisular
' ' de T, Yy T3
HIPOTIROIDISMO l Higado T Todos los tejidos ' vlv
HIPERTIROIDISMO T Higado i Todos los tejidos T

SNC, sistema nervioso central; BAT, tejido graso pardo; RE, reticulo endoplasmico; MP, membrana

plasmética;
6-propil-2-tiouracilo. (Leona

MMic, membrana microsomal; Se-cys, selenocisteina; Km, constante de Michaelis; PTU,
rd, 1991; K&hrie et al. 1991; St Gemmain, 1894, Kdhrie, 1999).
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Cuadro 3. Caracteristicas Moleculares y Genémicas de las Desyodasas

|

D1

D2

D3

Higado

Rata: St. Germain, 1680 parcial
Rata: Berry, 19918

Humano: Mandel, 1992

Secuencia parcial

Rana: Davey, 1985

Rata; Davey, 1995

Humano: Croteau, 18568

F. heteroclitus: Valverde, 1997

X. Lasvis: St. Germain, 1984
Rata; Croteau, 1985

Rana; Becker, 1995
Humano; Salvatore, 1995

SNC, hipdfisis, BAT

CLONACION [ Femo: Tavode, Sao Socumncla comptots Polo: Van der Geyten, 1897

Gallo: Van der Geyten, 1897 Humano: Buettner 1998 Tilapia: Sanders, 1989
Glndula Mamaria Galio; Gereben, 1999
Rata: Navarro, 1997 Ratdn: Davey, 1999
Rif6n F. heterociitus: Orozco, 1899

: ‘ Tilapig: Sanders, 1997

CARACTERISTICAS | TGA en ORF 2 TGA en ORF TGA en ORF
mRNA SECIS forma 1 SECIS forma 2 SECIS foma 2
mRNA de ~ 2.1 kb mRNA de~5a8kb mRNA de ~ 3kb
- | Ratén Ratén Raton
15 kb intrén de 8.5 kb 1 ex6n de ~ 1.8 kb
GEN 4 exones Fundulus
3 intrones intrén de 4.7 kb
2 sitios TRE (100-700 pb)
GEN EN HUMANO 1p32 -p33 14q24.3 14q32
. 17.5 kb, 4 exones 7.4 kb, 2 exones -
Roedores: Desarrallo:

diferentes tejidos

EXPRESION Higado, rifién y tiroides Humanos:

i Placenta, musculo Adulto: .
. esquelético, corazon y Placenta, piel, SNC, (tero
' tiroides

Hipertiroidismo { Hipertiroidismo Hipertiroidismo

T mRNA y actividad :
REGULACION POR | tiigado, ifen. firoides e | 4 i sroias ‘ P
HT hipdfisis anterior ipotiroidismo Py
P Hipotiroidismo
Mecanismos Mecanismos pre y post T .
' pretraduccionales traduccionales Cerebro
T Testosterona Insulina, glucagoén,
catecolaminas Factores de crecimiento,
Higado machos T retinoides, estrés
REGULACION POR BAT
oT Citocinas
ROS Catacolaminas, T
N!ENSAJEROS l Tiroides glucocorticoides, AMPc
Sistemna simpato adrenal TASthCﬂOS
T Glandula mamaria l GH

TGA, codon de insercion de selenocisteina (Se-cys); ORF, marco abierto de lectura; SECIS,
secuencia para la insercion de Se-cys; SNC, sistema nervioso central; BAT, tejido graso pardo; GH,
hormona de crecimiento: cAMP, AMP ciclico; TRE, elementos de respuesta a hormonas tircideas; A,
adrenalina; NA, noradrenalina.

t
I
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Ih. DESYODASA TIPO 1 (D1)

A. LOCALIZAClON TISULAR. La D1 es una enzima ampliamente distribuida en
todo el organismo, con la posible excepcién de las gonadas y el bazo (Leonard &
Vsser 1986; Kohrle et al. 1991). Su actividad es mayor en 6rganos de recambio
metabdlico elevado como el higado, el rifién, la glandula tiroides, la hipéfisis y la
glandula mamaria lactante, siendo los dos primeros los organos mas estudiados.
Actlwdad D1 menor se ha observado en el musculo esquelético, el corazén, el
mtestlno el bazo, el pulmén, la glandula mamaria, la grasa blanca, los linfocitos yla
gléndula salival (Chopra, 1978; McCann et al. 1984; Aceves & Valverde, 1989;
Leonard & Kahrle, 1996). Aln cuando se sabe que la T generada por la D1 es
exportada al torrente sanguineo, hasta la fecha no se conocen los mecanismos por
los cuales esto ocurre. En este contexto se sabe que el higado contribuye con la
mayor proporcion de la T; circulante, seguido por el rifion y la tiroides. En esta
ultima la actividad D1 es estimulada por TSH (Ishii et al. 1983; Kohde, 1990;
Toyoda et al. 1992; Kéhrle et al. 1995). |

B. DISTRIBUCION SUBCELULAR. La distribﬁcién subcelufar de la D1 es adn
controvertida y varia de 6rgano a érgano. En el higado de rata ta D1 purifica con ias
enzimas mérbadoras para el reticulo endoplasmico, mientras que en el rifién Ia
enzima esta asociada con proteinas de la membrana plasmatica como la bomba
de Na‘'/K* dependiente de ATP. En el caso de Ia corteza cerebral se ha asocnado a
membranas sinaptosomales. En otros tejidos como la hipéfisis, la tiroides y el
musculo esquelético, la informacién es muy limitada {(Chopra, et al. 1978 Leonard
& Visser, 1986; Kohrle et al. 1991). Se ha observado que tanto la actividad como el
marcaje especifico de la enzima D1 con N-bromoacetil ['*IJT; (BrAcTs) son
inhibidos por el pretratamiento con tripsina, mientras que los tratamientos para la
liberacién especifica de proteinas del lumen no las afectan. Lo anterior sugiere que
la D1 es una proteina transmembranal con su sitio activo orientado hacia el
citoplasma (Schoenmaker et al. 1989). Ei sitio activo esta localizado a la mitad de
la proteina, pero los dominios transmembranales y el éxtremo amino terminal del

i
|
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lumen son esenciales para el funcionamiento adecuado de la enzima (Toyoda et
al. 1995c).

C. ANILLO QUE DESYODA. La enzima puede catalizar las vias ORD e IRD, y se
sabe (f:ue estas actividades pueden ser reguladas diferencialmente (Moreno et al.
1994).E Se ha observado que esta enzima puede desyodar el anillo externo -
fenolico- o el anillo interno —tirosilo-, dependiendo de las condiciones intracelulares
como el pH y la disponibilidad del substrato. Por ejemplo, a pH acido o neutro (6.5-
7.5), la-D1 des'yoda preferenciaimente el anillo externo; mientras que el pH éptimo
para la desyodacion del aniilo infemo es ligeramente alcalino (Visser et al. 1978,
Kaplan, 1984; Leonard & Visser, 1986; Kohrie et al. 1991). En condiciones
fisiolégicas estables la D1 desyoda preferentemente al anillo fendlico. Los
aminoacidos pfesentes en el sitio activo de la enzima son los responsables de que
ta D1 desyode preferentemente uno u otro anillo dependiendo del pH (Kéhrle &
Hescﬁ, 1984; Toyoda et al. 1994, Sanders et al. 1997; Sun et al. 1997; Croteau et
‘al. 1998). Otros estudios han mostrado que mediante la via ORD la D1 puede
remover el yodo de la posicién 5’ 6 3’ del aniilo fendlico a partir de T4, T3, rT3, 3,3-
T, 3'5-To, y 3-T¢ (Visser et al. 1991; Toyoda et al. 1997). Ademas de su
actividad catalitica dual, otro de los rasgos caracteristicos de la D1 en la mayoria
de las especies es su marcada preferencia por la T3 como substrato de la via ORD
in vitro, asi como su elevada eﬁéiencia en la desyodacion de las diferentes
yodoti:roninas sulfatadas. La sulfatacién de las HT tiene un profundo efecto sobre la
susceptibilidad a la desyodacion. La via IRD de la T; es fuertemente favorecida por
la sulfatacion. Las D1s de humano y de rata son 40 veces mas eficientes para
desyodar la T, sulfato (T3S) por la via IRD que la T3 no sulfatada (Visser et al.
1983). La D1 desyoda el anilio externo o interno de la T4 con una eficiencia
semejante (Visser et al. 1978); mientras que la desyodacién del aniflo interno de la
T, sulfato (T4S) es 400 veces més eficiente que la de la T4 (Mol & Visser, 1985). La
sulfatacién de la rT3 casi no tiene efecto en ta desyodacion.

1
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D. SUBSTRATO PREFERENCIAL Debido a que a través de la D1 hepatica se
produce la mayor proporcién de la T circulante (Chopra, 1996; Kéhrie, 1996) se
cree que en condncnones normales el substrato preferencial in vivo es la Ts. A
. contmuacaén se presenta - lo que se ha obsewado en los estudios in vitro, respecto
ala especlﬁmdad de la D1. Basandose en el valor de la relacién Vmax/Km como
medida de la eficiencia de la reaccion, la rT3 es el substrato preferenmal de la D1.
La eﬁglencla de la desyodacion de la T4 es 700 veces menor en el higado (Visser et
al. 1979) y 27 veces menor en el rifion (Leonard & Rosenberg, 1980), en
comparacién a {a desyodacién de la rT3. Se desconocé' cual es la causa de esta
preferencna en el higado y el rifién de rata. Los valores reportados de la Km son
de 2-4 yM para la T4 y desde 0.06 - 0.35 uM para la rT; en el higado de rata y
humano (Visser et al. 1979, 1988). Estos estudios han_mostrado que el substrato
preferéricial de la actividad 5’'D1 es: T3> 'i'4 > 35T, > 3,3-T2, con Km aparente
en el f:rango uM y con requerimientos relativamente bajos de cofactor (5 — 8 mM)
(Leonard, 1991)." | :

E. PATRON clNETICO. La desyodacién es un proceso substitutivo en el cual el
étomd' de yodo es reemplazado por uno de hidrégeno y esta reaccion puede ser
considerada como un proceso de liberacién de yodo. La reaccion procede de
acuerdo al mecanismo catalitico llamado ‘“ping-pong”. Este mecanismo es
 caracteristico en enzimas que existen en dos formas interconvertibles.y cada forma
muesfra diferente afinidad por cada uno de los substratos. En la figura 9 se
muestra el mecanismo de reaccién propuesto para la D1, en donde se asume que
existe; una forma oxidada (E-Se"_) y una reducida (E-Se’) de la enzima. |

F. INHIBIDORES. Estudios previos muestran que hay substratos analogos que
inhiben de manera competitiva la actividad D1. Los valores de Ki'para las diferentes
yodoti'ronina's son semejantes a los valores respectivos de }a Km (Lecnard & Visser,
1986) La substltucusn de la cadena de alanina en las yodotironinas por N-acetil
alamna o por acido acético induce una mayor efectividad en la inhibicion. EI N-
: bromqacetll -T3 a concentraciones muy bajas causa una inhibicién irreversible en la
desyqdacién en higado de rata (Mol et al. 1984). Otros inhibidores de la D1 son los
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agenteis bloquedores de grupos sulfhidrilo, como el yodoacetato (lAc) y sales de oro
como la tioglucosa aurica (ATG). Ya que los substratos protegen a la enzima en
contra de estos compuestos de manera competitiva, el grupo al que se unen estos
compuestos debe localizarse en el sitio activo (Visser et al. 1976; Leonard & Visser,
1984).’ Farmacos como el 6-propil-2-tiouracilo (PTU) inhiben la actividad D1
mediar}te Ja unién covalente de su grupd sufhidrilo con la enzima. Esta inhibicion es
no corﬁpetitiva con el substrato y competitiva con el cofactor (Fig. 10), lo cual indica
que el PTU solamente reacciona con una forma intermediaria de la enzima inducida
por el substrato y no con la enzima nativa (Visser, 1979; Leonard & Visser, 1986).

T4 T3+l

' CH2
I
CH3

| 7o

2 vl +PTU ' y
E—SeCH2 - «———E—Se- E—Set<+— E—Se— CH2

o ) PTU

?(RSSR) RSH

INJ_AC‘HVACION ' INACTIVACION
{imeversibie} ' (reversible)

Figura 9. Mecanismo de Reaccién de la 5D1 y Efecto de la Inhibicién por PTU y por
Yodoacetato. Se muestra la primera mitad de la reaccion de desyodacion de la tironina a través de
la remocion de un atomo de yodo det anillo externo. Esto coincide con la reduccion del carbono, que
contiene el yodo en la posicion 5', mediante la transferencia de dos electrones a un sulfhidrilo en o
cerca del sitio activo de 1a enzima que es oxidado a sulfenil -S' liberando un protén. Posiblemente
con este grupo sulfenil se forma un intermediario muy labil ES- con una nueva liberacién de yodo.
La reduccién de estos grupos funcionales generalmente por los ticles, regenera el sitio catalitico y
prepara a la D1 para otra ronda de desyodacion (Modificado de Kéhrle et al. 1991).

G. COFACTOR. Todas las desyodasas in vitro son estimuladas por cofactores con
grupoé tiol, como el ditiotreitol (DTT). Numerosos estudios han intentado, sin éxito,
identif:icar el sistema cofactor que participa en la transferencia del hidrégeno in vivo.
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Figura 10. Cinética de Reaccién Determinada Para la D1. Gréficas de doble reciproca: A) Las
lineas paralelas muestran una inhibicién acompetitiva del PTU respecto al substrato, B) Inhibicion
competitiva del PTU respecto al cofactor y C) Efecto de la concentracién del substrato en la
actividad dependiente del cofactor (Modificado por Leonard, 1991).
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En aIgiunos reportes se ha propuesto al glutation reducido (GSH) como el posible
cofactor fisiolégico ya que 'es el tiol intracelular no proteinico mas abundante. Sin
embargo en estudios in vitro y comparado con el DTT, el GSH tiene un efecto
pobre sobre la activacién de la enzima (Kaplan, 1984: leonard & Visser, 1986;
Visser et al. 1976; Visser et al. 1978). Los sistemas de oxido-reductasa
dependientes de NADPH como la tiorredoxina y ia glutarredoxina, pueden sustiiuir
parcialmente a los tioles reducidos en la reaccion D1 (Sawada et al. 1986). Se ha
observado una gran activacion de la enzima con los ditioles de elevado potencial
redox, como el etanediol, el 2,3-ditiopropanol, el ditiotreitol y el ditioeritreitol,
mientras que la activacién fue menos efectiva con los monotioles como el
mercaptoetanol. Se desconoce la razén por la cual los ditioles son mas potentes
pero .parece .depender de su habilidad para formar puentes disulfuro
intramoleculares (Goswani & Rosenberg, 1988; Sawada et al. 1986).

H. PROBABLE FUNCION. Se considera que mediante la actividad de la D1 se
produce T para exportacion, es decir, genera T3 que pasa al torrente sanguineo.
De todos los érganos que contienen esta enzima, el higado es el responsable de
llevar a cabo alrededor del 40 % de toda la desyodacién del organismo y aporta el
70 % de la produccién diaria de T3 (Kéhrle, 1999).

L REGULACION. La actividad D1 esta principalme'nte regulada por HT en el
higadb, el rifién (Kaplan & Utiger, 1978), la tiroides {Toyoda et al. 1990b) y la
adenohipofisis (Kohrle et al. 1895). Por ejemplo, en la rata hipertiroidea, tanto la
expreéién de D1-mRNA y la actividad de la enzima en el higado y el rifén

aumentan 10 — 50 veces. Por lo anterior el efecto se debe a un mecanismo
pretraduccional (O'Mara et al. 1993; DePalo et al. 1994). Efectos semejantes se
han observado en la glandula tiroides, en donde la TSH, las mmunoglobulmas
estimulantes de la tiroides (TSI) de la enfermedad de Graves, y la T3 estimulan la
expresnén del D1-mRNA y la actividad de la enzima (Toyoda et al. 1992). El efecto
de laaTa sobre la expresion del mRNA de la D1 se debe a que incrementa la
transqnpuén del gen cprrespondlente (Maia et al. 1995). Estudios posteriores han
revelajdo‘que el gen para la D1 en humano presenta dos elementos de respuesta a
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| hormona‘é tiroideas (TREs) localizados a 100 ‘y 700 pb rio érriba del sitio de
~ iniciacion. de la transcripcién (Toyoda et al. 1995a). Otros mensajeros
neuroendocrinos ejercen efectos regulatorios sobre la desyodaciéon, como la
testosterona que tiene un efecto estimulante sobre la expresion de la D1, por lo que
la actividad de estas enzimas es mayor en los machos (Miyashita et al. 1995). En
la gléndQla mamaria lactante tanto él mRNA como la actividad de la D1 es
estimulada por noradrenalina (NA) y prolactina (PRL) (Aceves et al. 1999). En la
glandula tiroides y el higado varias citocinas exhiben un efecto inhibitorio en la
expresion de D1 (Pekary et al. 1994; Tang et al. 1995; Hashimoto et al. 1995).

IV. CLONACION DEL cDNA QUE CODIFICA PARA LA D1

En. los ultimos afos las técnicas de biologia molecular han permitido el
avance en el conocimiento de la estructura de las desyodasas. Mediante técnicas
de -extracé:ién y clonacién se aisl6 e identifico el cDNA que codifica para la D1 en el
- higado de ratas hipertiroideas. La expresion de este cONA en cultivo celular o en
ovocitos de Xenopus, confirmé que las propiedades cinéticas, asi como la
especiﬁci{jad por substrato y sensibilidad a propiltiouracilo (PTU) de la proteina
expresada correspondieron a la D1 (St Germain et al. 1990; Berry et al. 1991a).
Ademas en ia secuencia de este cDNA se observé la presencia de l;ln codon de
paro (UGA) dentro del marco abierto de lectura. El .codén UGA codifica para el
aminoacido selenocisteina (Se-Cys), un analogo de la cisteina en el cual el azufre
es reemplazado por el selenio (Se). Mediante estudios de mutagénesis dirigida se
cambioé ei codén UGA por UAA (codén de terminacion); o por UUA (coddn para
leucina) y como resultado se obtuvo una proteina inactiva. En estudios similares,
cuando UGA es reemplazado por UGU (codén para cisteina), se produce una
desyodasa funcional aunque con propiedades alteradas comparadas con la D1.
Estos resFltados confirmaron que en el caso de la D1, el codén UGA no es una
sefial de terminacion y que esta enzima es un nuevo miembro de la familia de las
selenoprdteinas (Berry et al. 1991b; St Germain et al. 1990). El aminoacido Se-Cys
confiere bropiedades especiales a esta familia de selenoenzimas, ya que su
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actividad ?cataliticé es inhibida de manera competitiva por el oro. En el caso de la
D1 esta inhibicién tiene una Ki de 6.6 nM para tioglucosa aurica (Berry et al. 1991b;
Berry & Larsen, 1992). Estudios subsecuentes han revelado varios rasgos
estructurales de este mensajero. Estos incluyen: 1) la presencia de una secuenma
de insercion para la selenomstelna (SECIS) entre los nucleétidos 1515 a 1600 de
la regién 3' no traducida del mRNA. Esta secuencia es una estructura en forma de
horquilla, y es esencial para la incorporacién de la selenccisteina durante la
traduccion; 2) dos histidinas esenciales para la actividad en la posicion 158 y 174
de la secuencia de aminoacidos; 3) El codén que codifica para un residuc de
fenilalanina en la posicién 65 de la D1 en humanos le confiere la.capacidad de
desyodar substratos con anillo tirosilo monoyodado (Tquda’e't al. 1995¢c y 1887). El
anélisis de la proteina ha mostrado una region hidrofébica de aproximadamente 35
aminoéacidos en el extremo amino terminal que indican la presencia de un dominio
transmembranal La proteina parece orientarse de tal forma que el extremo amino
se Iocal:za dentro del lumen dei reticulo endoplasmlco mientras que el sitio
catalitico se localiza en el citosol, en el extremo carboxilo terminal. Posteriormente
se propuso que la D1 es un homodimero en su estado nativo (Leonard & Leonard,
1996). A partir de estos estudios se han clonado y caracterizado los cDNAs para la
D1 en el higado de humano (Mandel et al. 1992); perro (Toyoda et al. 1994); raton
(Maia et al. 1995); gallo (Van der Geyten et al. 1997) y en el rifion de tilapia
(Sanders et al. 1997) (Fig 11). La alineacién de las secuencias de aminoacidos
deducidas a partir de estos cDNAs se muestra en la figura 12.

A. IMPORTANCIA DEL SELENIO. Estos hallazgos llevaron a revalorar el papel del
selenio en la fisiologia tiroidea y el metabolismo de las hormonas tiroideas. Asi, en
ratas mantenidas -con dietas deficientes en Se (4 - 6 semanas), se elevan las
~ concentraciones circulantes de T, y disminuyen las de Ts. Estas alteraciones se
asocian con una marcada disminucién de la actividad D1 hepatica y renal pero no
en la glé?ndula tiroides, Ja cual aparentemente es resistente a la deplecién de
selenio (Behhe et al. 1990). Los mecanismos celulares para la conservacion del Se
por la gl'findula tiroides no se conocen. Sin embargo, se. ha mostrado que la
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deficiencia de este oligoelemento también provoca la disminucién del yodo y de las
hormanas tircideas en la glandula, posiblemente debido al incremento en la sintesis
y secrécién de la tiroglobulina estimulada por la hipersecrecion de TSH.

RATA: G-21 higado hipertiroideo (Berry et al. 1991a)

1
T(ATG) 3B2ATGA) TIB(TAG) . T

¥ ¥ y

HUMANO: higado (Mandel et al. 1892)

T1515—1600 {SECIS)

T(ATG) 382(TGA) TS4{TAG) T

L !

PERRO: higado (Toyoda et al. 1994)

T15nxas4 (SECIS)

A0(ATG) 400(TGA) TT2(TAG) T

AAAAA

T 1280-1451 (SECIS)

RATON: higado {Maia et al. 1995)

6G (ATG) 424 (TGA) 797 (TAG) T

TILAPIA: rifion (Sanders et al. 1997) 1962~ 1634 (SECIS)

1B(ATG) 91{TGA) 758(TAA)
Oy 3 77

'T 1264-1334 (SECIS)

: 920-994 {SECIS)
GALLO: higado embrién (Van der Geyten et al. 1997)

ytATG) |379(TGA) T38(TAG) Cil)
‘ AAAAA

, A
Figura' 11. Caracteristicas de los mRNAs de la D1. Se muestra la posicién del cod6n de inicio
(ATG), del coddn para Se-cys (TGA) y el coddn de paro (TAA 6 TAG) en el marco abierto de lectura.
En la regidn 3' no traducida se presenta la posicién de la secuencia SECIS.
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80 -

Tilapia 80
Gallo 7
Perro 75
Rata -
Ratén 80
Humano 30
Tilapia L y KTSTISKI _ RN 160
Gallo L i S Ih RN 'SE 157
Perro . «15&3@ EM ; AN VAR , . 155
Rata I | . o THE 3 160
Ratoén 113 160
Humano i 160
Tilapia 240
Gallo 237
Perro 235
Rata 240
Ratén 240
Humano 240 |
Tilapia AN 248
Gallo LI 245
~ Perro LR 244
Rata 1E 33 % 97
Ratén LE} , 257
Humano L5l 240

Figura 12. Secuencia de Aminoacidos de la D1 en Diferentes Especies. La D1 de tilapia fue clonada a partir del rifién, en las demas
especies la secuencia coresponde a la D1 hepatica. :
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Humano
Figura 12. Secuencia de Aminoacidos de la D1 en Diferentes Especies. La D1 de tilapia fue clonada a partir del rifién, en las demas

especies la secuencia corresponde a la D1 hepatica.
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B. GE%N DE LA DESYODASA TIPO 1. La zona genémica que codifica para la D1
se ha!identiﬁcado en el ratén (Maia et al. 1995) y en el humano (Toyoda et al.
1996) El locus de raton es de aproximadamente 15 kb y contiene 4 exones. El
anéhms de las regiones exénicas mostro que el exon 1 contiene el codoén ATG. En
el exén 2. se localiza el codén TGA que codifica para Se-cys. El ex6n 4 contiene el
codén TAG de terminacién, la regibn SECIS vy la sefial de poliadenilacion ATTAAA.
Algunas cepas de ratones como la CH3/HeJ presentan actividades D1 10 a 20
veces menores que la cepa C57BL/6J. La diferencia entre estas cepas parece
estar en el promotor del gen, especificamente entre la regién -705 y -162. La
diferencia mas importante encontrada en esta region, es un inserto de 21 pares de
bases: que contiene 5 CTG repetidas que se encuentra en el gen de la cepa CH3,
asi como en otras cepas de ratones con baja actividad 5'D1 hepéticé (Berry et al.
19933; Maia et al. 1995). El gen que codifica para ja D1 en humanos es de 2.2 kb
(Jakobs et al. 1997), el promotor de este gen no presenta la caja TATA o la caja
CAAT. pero presenta dos cajas GC cercanas al sitio de iniciacion. Este gen fue
mapeado y estd contenido en el brazo corto del cromosoma humano 1 p32-p33
(Jékobs et al. 1997; Kohrle et al. 1997). También se han caracterizado en el
promotor elementos responsivos a hormonas tiroideas (TRE) y al &cido retinoico
(RARE) (Jakobs et al. 1995; Toyoda et al. 1995a; Jakobs et al. 1997; Schmutzler et
al. 1998: Zhang et al. 1998). Estos elementos soh_ responsables de ia expresion de
la D1 ante la estimulacién con T3 y acido retinoico tanto in vivo como in vitro. Se ha
-obser{lado un incremento agudo en la expresién de D1 en células transformadas o
Iineas’ de células tumorales én respuesta al acido retinoico y Ts. Estos efectos
parecen no ser aditivos (Schreck et al. 1994; Kéhrie et al. 1997; Schmutzler et al.
1998). Estas observaciones podrlan indicar que la regulacion de la expresion de
D1 se ajusta a un patrén especifico durante el desarrollo, siendo sensible a
retinoides activos durante el desarrollo en células indiferenciadas y a T3 en células
que h?an alcanzado un estado final diferenciado. Un hecho compatible con esta
hipétetsis es la observacion de la disminucién parcial o total de la expresion de D1
en células derivadas de tumores comparadas con el correspondiente tejido sano
(Kéhr{e et al. 1993; Naumann et al. 1993; Dutkiewicz et al. 1995; Kéhrle et al.
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1997). Esto se ha descrito en lineas celulares de cancer de tiroides, rifién y
testiculos. Ademas e! tratamiento con retinoides eleva notablemente la actividad y
la exbresién del mRNA para la D1 en lineas celulares de ca&ncer de tiroides. El uso
de la expresién de D1 como marcador diferencial para cancer de tiroides esta en
‘inves‘tigacién (Winzer et al. 1998). En el cuadro 3 se presenta un resumen de las
caracteristicas moleculares descritas para las desyodasas. Las tres isoenzimas
muestran diferentes patrones de expresion tisular tanto en el individuo adulte como
durante el desarrollo. Son reguiadas y moduladas diferencialmente por hormonas,
citocinas, moléculas de sedalizacion, factores naturales y farmacolégicos. A la
fecha se han clonado 16 cDNAs de diferentes selenodesyodasas de diferentes
especies. Debido a que sus propiedades estructurales y funcionales han sido
altamente conservadas durante la evolucién de los vertebrados se sugiere que son
un componente esencial de! sistema para mantener la homeostasis de las HT.

V. FISIOLOGIA TIROIDEA EN PECES

A. EFECTOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS. Las hormonas tiroideas en peces
son necesarias entre otras funciones para el control del metabolismo, desarrollo,
crecimiento y osmorregulacion. En algunas especies como el lenguado
(Paralichthys olivaceus), las HT estimulan la metamorfosis de manera similar al
mecanismo observado en anfibios (Grace de Jesus et al. 1991). En -huevos no
fecundados de peces se han encontrado HT de origen materno, las cuales
posteriormente juegan un papel importante en el desarrollo temprano del embrién
(Evans, 1993). Entre los efectos de las HT en peces, és importante resaltar que
son las responsables de disparar la conducta migratoria y el control de la respuesta
adaptativa al agua salada en salménidos y posiblemente en otros peces
migra'torios. Los salmones efectian dos migraciones, la primera rio abajo hacia el
mar para habitar ahi durante su vida adulta, la segunda cuando los salmones
adultos se dirigen hacia el agua dulce para reproducirse. Durante estas
migraciones se observan transformaciones que les permiten adaptarse a las
'nuevés‘ condiciones salinas. Al conjunto de cambios morfoldgicos, fisiolégicos y
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‘ conductuales preparatorios para la migracién rio abajo se les llama esmoltificacién.

Se plensa que las HT son la sefal endogena para el inicio de-ambas migraciones
(Grau et al. 1981). Durante la esmoltificacién se ha observado que los niveles de T,
cnrculantes aumentan en forma progresiva y sostenida en el curso de cinco
semanas. Al incremento de HT le precede un incremento en la actividad Na*/K'-
ATPasa de las branquias, lo cual es parte de la preédaptacién al agua salada. La
ausencia de este incremento de T, se asocia a hipodesarrollo y/o la muerte del
organismo (Dickhoff et al. 1978). Se ha demostrado que existe una relacién entre el
ciclo lunar. y los picos de T, durante el periodo preadaptativo (Grau, et al. 1981)
(Cuadro 4).

Durante la migracién asociada a la reproduccion, en ambos sexos ocurre un
aumento transitorio y significativo de Tz y de T, (Biddiscombe & idier, 1983).
Cuando el ammal entra al agua duice se a!canzan niveles muy altos de HT y éste
decrece en la hembras paulatinamente conforme progresa la maduracién de los
gametos y el desove. Un incremento de T4 precede la espermiacién en machos.
Estos hechos se han interpretado como parte de los mecanismos metabélicos y
osmorregulatonos que permiten Ja adaptacién del anima! al agua dulce, y que
mﬂuyen en los procesos de maduracién gonadal del salmén (Sower & Schreck
1982).

Cuadro 4. Tironinas Circulantes en Salmones Migratorios

ESPECIE ESMOLTIFICACION 'MIGRACION
Oncorhynchus kisutch T sostenido y progresivo de | T premigratorio de T,
: T4, sincronizado por ia luna
nueva: T de T, al entrar al agua
18 - 117.4 nmollL dulce:
10.3 —» 77.4 nmoliL 2.9 - 6.5 nmol/lL
, 6.5 > 43.9 nmol/l )
Oncorhynchus nerka T ambas hormonas al entrar
* al agua dulce:
: T;, : 1.4 - 10.8 nmoliL
! 4 1 7.7 25.8 nmollL

Datos originales. tomados de: Dickhoff et al., 1978; Grau et al, 1981; Sower & Schreck, 1982: .
Blddrseombe&Idler 1983 y Sower et al. 1984.
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B. LA GLANDULA TIROIDES. Al igual que en el resto de los vertebrados en la
glandula tiroides de los péces, la unidad anatémica y funcional es el foliculo,
independientemente de su estado de agregacion y distribucién (Fig. 13). Esto
apoya la idea de la uniformidad de la ultraestructura del tejido tiroideo en los
vertebrados (Bentley, 1998). También, como en todos los vertebrados, los tirocitos
de Ioé peces: 1) concentran yodo; 2) sintetizan TgB y peroxidasa tiroidea (TPO) y 3)
son regulados por la TSH hipofisiaria.

Figura 13. Estructura de los Foliculos Tiroideos en Peces. a) tirocitos, b) cavidad folicular.

. En los peces, los foliculos no se encuentran agrupados formando una
glandula tiroides propiamente dicha, sino que estan dispersos formando pequenos
racimos de tejido folicular (Gorbman, 1969; Lagler et al. 1977; Matty, 1985). Aunque
algunos peces presentan la glandhla tiroides encapsutada (vgr; pez loro), en la
mayotria de los teledsteos los foliculos tiroideos se encuentran dispersos en la
regién faringea, su distribucién es peri-aértica (aorta ventral) y en algunos casos
puede ser peri-branquial (Fig. 14). En algunos teledsteos, parte de los foliculos
pueden migrar a otras regiones del cuerpo, especiaimente al rifin 'y alrededor de

'las génadas y desde ahi permanecer funcionales a pesar de su posicion (Peter,
1970)..
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Figura' 14. Localizacién de los Foliculos Tiroideos en Teledsteos. De izquierda a derecha
tenemos: c) ojo, p) faringe, a) auricula, v) ventriculo, s) seno venoso, b) vejiga natatoria, g) vesicula

viliar, 1) estémago, 1) higado.

EEn contraste a lo reportado para el resto de vertebrados, varios estudios han
mostrado que los beces secretan primordialmente Ts. Las evidencias
experimentales son las siguientes: 1) los extractos de tiroides de trucha y otros
teleésteos contienen niveles muy bajos de T3 (KOhn, 1993);, 2} los niveles
circulantes de T, se elevan en respuesta a las inyecciones de TSH, mientras que
los niveles de T, no cambian (Chan & Eales, 1975; Milne & {eatherland, 1980a;
Swanson et al. 1988; Inui et al. 1989) y 3} en tejido tiroideo perfundido in vitro Ino
hay liberacién de T en presencia o ausencia de TSH (Grau et al. 1986).

C. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDES. En contraste con los vertebrados
superfores,' el control hipotalamico sobre el tejido tiroideo parece ser
predominéntemente inhibitorio (Ball, 1981; Leatherland, 1988). La somatostatina
tiene efecto inhibitorio en el pez dorado (Peter & McKeown, 1975). Se han descrito
efectds contradictorios de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) sobre los -
niveles plasmaticos de las hormonas tiroideas. Mientras que la TRH es ligeramente
estimﬁlante en salménidos (Eales & Himick, 1988), ésta exhibe un efecto inhibitorio
en Poecilia reticulata (Bromage, 1975). Sin embargo, la mayoria de los estudios
han f}acasado en la deteccion de cualquier cambio en la actividad tiroidea
dispar:ada por TRH (Gorbman & Hyder, 1973 ; Dickhoff et al. 1978). En teleGsteos
la TSH parece ser ta hormona regutadora de la funcién tiroidea y sus
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efeétos pueden ser imitados por las gonadotropinas de mamiferos (Mine &
Leatherland 1980b ; MacKenzie, 1982; Byamungu et al. 1990)

D. HORMONAS TIROIDEAS. Mas del 99 % de T,y Taen el plasma de peces estén
- unidas a tres diferentes proteinas plasmaticas: ALB, TBPA y TTR (Eales & .
Shostak, 1985). Es importante resaltar la total ausencia d€ la TBG en peces. En
cuanto a la afinidad de las HT con estas proteinas, se ha observado que la union
es poco estable y muy débil (Refetoff, 1979). La ALB es la proteina que presenta
mayor afinidad pc;r la T4, uniendo entre el 40 y el 60 % de esta hormona, segun la
especie de pez. La TBPA y la TTR unen entre el 15y el 20 % de T4 . Existe un
equi'libn‘o entre la fraccién de hormonas libre y la unida, la afinidad de la proteina
con la hormona determina la tasa de disociacién y ésto a su vez afecta la
disponibitidad de !as hormonas para su transporte hacia los tejidos. Entre un 5 - 15
% de hormona tiroidea entra a los tejidos mediante difusién pasiva. E! resto es
transportada por un mecanismo de transporte dependiente de energia como se
demostré en 1a trucha (Refetoff et al. 1970; Riley & Eales 1993, 1994). La actividad.
fisiolégica de las hormonas tiroideas depende de su unién a receptores nucleares
formando un complejo que funciona como un factor de la regulacién de la expresion
de genes. Receptores nucleares a T3 se han descrito en el higado, branquias,
rifiones, hipofisis, eritrocitos y ovarios de varios teledsteos. Estos sitios son
satu[ables y se unen a T, con gran afinidad, de manera especifica y reversible, por
lo que se sugiere que se parecen a los receptores nucleares en mamiferos, aunque
aln no exista evidencia de que lo sean (Eales & Brown, 1993). Estos supuestos
receptores son al menos 10 veces mas afines a Ts que a T4, porlo que la T4
funciona probablemente como una prohormona como en otros vertebrados. En el
lenguado se cloné el cDNA que codifica para el réceptor p de HT (TRP) y se
observaron rasgos caracteristicos a los de otros TRBs en vertebrados (Yamano &
Inui, 1995).

E. M;ETABOL_ISMO DE HORMONAS TIROIDEAS. La biodisponibilidad de Ts esta -

regulada en gran parte por el metabolismo extratiroideo de yodotironinas (Visser et
1
al. 1988). La desyodacion del anillo externo de T, incrementa la concentracién de
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Ts, mientras que por ofras vias metabéli'cas (desyodacion del anilio interno,
conjugacién, desaminacién, descarboxilacion y rompimiento del enlace éter) se
reduce el nivel de T La existencia de la desyodacion en peces fue reportada por
Osbomn y Simpson desde 1969, quienes encontraron los diferentes productos
derivados de la monodesyodacién secuencial de T, en el plasma de Pleuronectes
plate.ésa. Posteriormente, se demostré la desyodacién in vivo en varios peces de
agua dulce (Eales, 1972). La conjugacion y desaminacién de hormonas tircideas
ha sido analizada identificando glucurdnidos, sulfatos y diferentes acidos de las
hormonas tiroideas en plasma, orina y bilis de peces inyectados con 'l T4 (Osborn
& Simpson, 1969 ; Sinclair & Eales, 1972 Parry et al. 1994). La enzima
responsable de la glucuronizacién en peces ha sido caracterizada (Clarke et al.
1992). Actualmente se estudia el efecto de la glucuronizacién y de la sulfatacion en
la actividad desyodativa (Finnson et al. 1999). El papel de la desaminacion ha sido
pocofestudiado.

F. DESYODACION

1. La controversia una o dos vias desyodativas. El estudio de ia
‘desyodacién periférica en los peces se inicié hace poco mas de 17 afios (Pimlott &
Ealeé, 1983). La desyodacion en peces ha sido ampliamente estudiada en la trucha
arcoiﬁs por los grupos de investigaciéon de Eales y Leatherland. Aunque Osbom y
Simpson (1969) ya habian identificado los diferentes productos de las vias ORD e
IRD en el piasma de lenguado, hasta hace poco sélo se aceptaba la existencia de
la v:a ORD para la T4. Esta idea se sustentaba en las siguientes observaciones: 1)
después de la inyeccion in vivo de 21T, en truchas no se detectaba '#IrT; (Higgs
& Eales, 1977); 2) después de la administracion in vivo de '*°IrT; sélo se obtenia
como producto de excrecion biliar a la r'Ts y no se detectaba la produccién de 125§
(Eaiés & Finnson, 1991) y 3) la desyodacién de T3 a 12°C fue minima (Eales,
19791; Shield & Eales, 1986) y muy baja a 20°C (Pimlott & Eales, 1983). En
consecuencia solo se habia caracterizado la via ORD en salménidos. Estudios in
vitro en mas de treinta especies de teledsteos confirmaron la presencia de la via
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ORDdela Tsen horhogenados de higado con valores de Km en un rango de 1-170
nM !(Leatherland et al. 1990).

_ 2. Caracterizacién de la D1-ORD y sus inconsistencias. La controversia
res;iecto a la presencia o no de la actividad D1 en el higado de peces podria
explicarse por las diferencias en Jos métodos empleados, ya que solamente se
utilizi_aba T. como substrato. En efecto, los estudios iniciales sobre Ia
caracterizacién de la actividad 5'D en el higado de la trucha arcoiris utilizando T4'
como substrato arrojaron resultados contradictorios en cuanto a los valores de Km:
- 190 nM (Shields & Eales, 1986), versus 13 nM (Vijayan et al. 1988). En los estudios
subsecuentes se identificé que existian dos sistemas enzimaticos. A las llamadas
"bajés’ concentraciones de T (0.08 - 1.3 nM), se observé desyodacion en el
higado, las branquias, y el musculo esquelético;, mientras que a “altas”
concentraciones de T4 (1.65 - 2.5 nM) se observaba desyodacién en el higado y en
el rifion. Ambas enzimas presentaban diferente sensibilidad a PTU y diferentes
mecanismos de reaccidén. Sin embargo, estas caracteristicas cinéticas no eran
combarables a las reportadas para las desyodasas en mamiferos. La Km de la
llamada D1 por ser sensible a PTU fue “uitrabaja” (0.098 nM), mientras que la D2,
resistente a PTU, mostré un valor de Km significativamente mayor at reportado en
el resto de los vertebrados (10 nM) (MacLatchy & Eales, 1992). En estudios
semejantes y utilizando T4 como substrato y analizando diferentes productos de
desyodacién, se demostré la desyodacion T4 ORD en el higado, el rifién, el
corazoén, el cerebro, Ja branquia y e! misculo (MacLatchy & Eales, 1993 ; Morin et .
al. 1993). Estudios de la desyodacién en rifién de tilapia demostraron que la’
desyodasa D1 es similar a la respectiva contraparte en mamiferos. Estos estudios
apoyan ta nocién de que el higado de este pez so6lo presenta una enzima con
caracteristicas cinéticas muy parecidas a las de la D2 en mamiferos. Este tltimo
grupo argumenta que la D1 no est4 presente en el higado de poiquilotermos,
inclulyendo a los peces (Mol et al. 1993).

| 3. Caracterizacion de la via IRD. Basandose en la identificacién de rT3 en
b )
truchas y tilapias hipertiroideas (Byamungu et al. 1990 ; Sweeting & Eales, 1992b),

3
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se pr:opuso la existencia de ambas vias de desyodacion (IRD y ORD) en teledsteos,
como ocurre en otros vertebrados. Posteriormente, se demostré que los niveles
circulantes de rT3 en la trucha arcoiris eran producto de la via IRD. La
caracterizacion de esta via desyodativa mostré que se debia a la actividad D3
(Fenton et al. 1997). '

4. Réevaluacién de la via ORD en salménidos y sus sorpresas. Recientemente
en nuestro laboratorio se realizé la_caracterizacion bioquimica completa de la via
ORD hepéatica en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el Fundulus
heteroclitus. Los resultados de estos estudios y utilizando Ts y (T3 como
substratos, mostraron que en el higado de F. heteroclitus participan dos enzimas en
la desyodacion ORD. Asi el higado de la trucha arcoiris y el F. heteroclitus
expresan una enzima cuyo substrato preferencial in vitro es la rT; con Km alta
(180 y 93 nM, respectivamente). Esta enzima es relativamente sensible a inhibicién
por '_PTU, tiene un requerimiento bajo de cofactor (5 mM). Todas estas
caracteristicas cinéticas son comparables a la D1 de mamiferos (St Germain,
1994). Ademas el higado de la trucha y el de F. heteroclitus también presentan otra
enzima equiparable a la D2 de mamiferos, ya que tiene como substrato preferencial
a la T, con una Km baja (0.63 y 1 nM, respectivamente), es resistente a la
inhibicion por PTU y tiene un requerimiento alto de cofactor (25 mM). Este estudio
reveld que, en efecto, a diferencia del resto de los vertebrados, en el higado de
estos peces existen dos enzimas que catalizan la via de activacion de las HT. Estas
enzimas aun y cuando son comparables a las descritas como tipo 1y tipo 2 en
mamiferos, presentan caracteristicas peculiares. Por ejemplo, se observd que la
eficiencia catalitica de la D1 en el higado de estos peces es menor y la de la D2 es
50 veces mayor que en el higado de rata. (Orozco, 1997; Orozco et al. 1997). En el
F. heteroclitus también se ha caracterizado la via ORD en branquias y retina
(Orozco et al. 2000).

En el cuadro 5 se comparan las caracteristicas de la D1 y la D2 en peces y
en mamiferos.
i
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Cuad:ro 5. Parametros Cinéticos de fa via ORD en el Higado de
heteroclitus respecto a los observados en Mamiferos.

Trucha Arcoiris y F.

. D1
| TRUCHA F. heteroclitus MAMIFEROS
| ARCOIRIS
| SUBSTRATO Ta iTa Ts
PREFERENCIAL
Km rT, 180 nM 93 nM 500 nM
COFACTOR Km 5 mM 5mM 5 mM
SENSIBILIDAD A PTU + + bt
Vimax (pmolUmg/hr) 28 36 86 000
' D2
' SUBSTRATO Ta Ta T.
PREFERENCIAL
KmT, 0.63 nM 1nM 1-2 nM
COFACTOR Km 25 mM 25mM 25 mM
SENSIBILIDAD A PTU - - +
Vmax (fmol'®iimg/hr} 200 860 35

5. Regulacién. A la fecha existen diferentes reportes que describen la

respuesta de la actividad desyodativa hepatica a diferentes tratamientos

experimentales. Es importante destacar que para estos estudios no sé utilizaron

las condiciones adecuadas en las determinaciones enzimaticas para distinguir entre

los di)s tipos enziméticos, por lo que la actividad que se reporta es total, 6 5'D total.

El suiplemento de T2 6 de T4 (12 ppm) en la dieta de la trucha arcoiris durante dos

semanas disminuyé en un 25 % la actividad en el higado, y ésta se anula por

completo después de 12 semanas (Eales & Finnson, 1991, Sweeting & Eales

1992;11). En contraste el incremento agudo (48 ppm) de T4 durante tres dias no

modifico la actividad 5'D hepatica. La administracién de GH a truchas arcoiris

auménté significativamente tanto la actividad hepatica 5'D como los valores de Ts.
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Los autores proponen que el efecto de la GH sobre los niveles circulantes de Ta y la
activ%dad desyodativa puede ser directo o bien ocasionado por factores liberados
por la GH como las somatomedinas {Milne & Leatheriand, 1980b). El efecto de la
GH no se observé en cultivos primarios de hepatocitos de trucha por lo que se
sugirié que podria deberse a que faltara algun factor adicional en el medio o a que
la GH no ejerce un efecto directo en el érgano blanco, sino que esto es a traves de
otra :seﬁa‘l que pudiera ser nerviosa o humoral (Eales & Finnson, 1991, Sweeting &
Eales 1992b). La somatostatina increment6 la actividad 5D en el rifién e higado de
tilapia (Byamungu et al. 1992). Los autores cuestionan el efecto, ya que la
somatostatina es un potente inhibidor de la funcién tiroidea. El efecto del cortisol en
Salvelinus fontinalis incrementé la actividad 5'D hepatica pero no asi los niveles de
HT circulantes. Se sugiere que estos resultados contradictorids pudieran deberse a
" un aumento en la tasa de depuracién de la T ocasibnado por el cortisol (Vijayan et
al. 19_86). La administracién de prolactina de diferentes especies no modifict la
actividad desyodativa a excepcion de la prolactina de origen bovino que incremento
significativamente el indice TyT4 (De Luze et al. 1989). El reto osmotico mostré
efectos sobre la actividad desyodativa hepatica. En efecto, el reto hiperosmoético
resulta en una disminucién significativa (~3 veces) de la D2 en la trucha arcoiris
(Orozco et al. 1998) mientras que el reto opuesto provoca un aumento significativo '
(~2 veces) en la actividad hepatica D2 de F. heteroclitus (Orozco & Valverde, 1997).
En contraste, ia actividad D1 no sufre cambios significativos durante los retos

osmoticos (Orozco et al. 1997).

G. CLONACION DEL cDNA DE LAS DESYODASAS. En 1997 a partir de rifién de
tilapia (Oreocromis niloticus) se cloné y caracterizé un cDNA cuya secuencia
deducida de aminoébidos mostré los rasgos caracteristicos de la D1 (tD1).
Efectivamente esta molécula codifica para una proteina de 248 amino4cidos y
presenta el coddn TGA que codifica para el aminoacido selenocisteina en la
posici?én 126. En la regién 3' no traducida se localizaron dos elementos SECIS. La
expreéién de esta enzima en células COS-1 mostr6 la misma especificidad por el
substr:ato que la D1 nativa: 1Tz >> T4 > T; sulfato > T2, En cuanto al efecto de

!
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inhibidorjes sobre la proteina expresada se observé cierta resistencia a la inhibicion
por PTUi, a yodoacetato y tioglucosa aurica, comparada con la potente inhibicién
que ejercen estos compuestos en la D1 de mamiferos. Debido a que el aminoacido
que ocu;:Ja dos lugares en direccion 3’ respecto a la selenocisteina es la prolina en
todas las desyodasas D2s y D3s reportadas (insensibles a PTU), incluyendo a la
desyodaéa tipo 1 clonada del rifién de tilapia (tD1), se realizé una mutacién puntual
en esta posicion para estudiar si a esta propiedad pudiera deberse su insensibilidad
a PTU. La enzima mutante present6é una notable disminucién en su actividad ORD
y un incremento en su actividad IRD pero conservo su relativa resistencia a PTU.
(Sanders et al. 1997).

Utilizando una biblioteca de cDNA de‘ F. heteroclitus, se cloné y expreso el
mRNA qﬁe codifica para la D2 en el higado de esta especie de teledsteo, y se
observé que exhibe caracteristicas funcionales practicamente idénticas-a la D2
reportad'a en anfibios y mamiferos. El andlisis de la secuencia de nucledtidos
demostré un alto grado de identidad (65-68%) con las secuencias de la D2
reportadés enla R. catesbiana, \a rata y el humano. El porcentaje de identidad en
la secuencia de aminoacidos fue el mismo. En el marco abierto de lectura se
encontrd el codon TGA que codifica para la selenocisteina (Valverde et al. 1997).
Actualmente se clono el gen y el cDNA completo de la D2 del higado de Fundulus
heteroclitus (Orozoco et al. 1999). Estos hallazgos confirman que las desyodasas -
| pertenecen a una familia de selenoprotéinas que han sido altamente conservadas
en los vertebrados durante la evoluci'bn, por su papel tan relevante en la regulacién
de la bioactividad de las hormonas tiroideas (Valverde et al, 1997; Orozco et al.
1999).



Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta 1997, el conocimiento acerca de la D1-ORD indicaba que el higado de los
vertebrados expresaba actividad D1. Sin embargo, existia controversia respecto a
la presencia de la D1 en el higado de los peces, ya que se reportaba que su
expresion en este grupo de vertebrados estaba limitada al rifion (Maclatchy &
Eales, 1993; Mol et al. 1993. Mol, 1996). Por otro fado, la co-expresién de las
desyodasas D1 y D2, sblo se habia reportado en el cerebro y la hipdfisis de
mamilferos (Kohrle et al. 1991).

Recientemente‘ en nuestro laboratorio se caracterizé bioguimicamente la via
ORD en el higado de peces y se mostré que:

1)? El higado de peces tele6steos como la trucha arcoiris (Oncorhynchus
" mykiss) y el Fundulus heteroclitus co-expresa actividad D1y D2 (Orozco et
al. 1997, 2000, Valverde et al. 1997).

2) La D1y D2 hepatica en peces parecen exhibir mecanismos de regulacion
diferenciales. Todo esto convierte al higado de pez en un modelo para
estudiar la regulacion de la via de activacién de las HT {Orozco et al. 1997,
1998).

Mediante la caracterizacién bioquimica de la via ORD en el higado de F.
heterociitus se encontré que la actividad desyodativa equivalente a la D1 es
catalizada por una enzima cuya especificidad y afinidad por el sustrato concuerdan
con las reportadas para la D1 de mamiferos. El valor de la Vmax para esta enzima
en condicidnes Optimas de cofactor y sustrato indico que el nivel funcional de esta
D1 de F. heteroclitus es menor al reportado en el higado de rata. Ademas esta
enzima D1 s6lo se inhibié un 45 % con la cantidad de PTU (1mM) que bloquea
cérca del 100 % de ésta actividad en la rata. Este 0ltimo hallazgo resulté
cont;rovertido y sugiré que podria deberse a diferencias estructurales en la proteina
(Orézco et al. 1997).
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' En base a estos conocimentos y disponiendo de los métodos de la biologia
molecular se plante6 en este trabajo estudiar las caracteristicas estructurales que
podrién ser responsables de las diferencias observadas entre la cinética de la D1
en elihigado de F. heteroclitus respecto a la D1 de mamiferos.

" Asi, esta tesis contribuye de manera importante al conocimiento de las
relaciones estructura-funcién de esta familia de selenoproteinas (D1s), que por su
participacién en la regulacién ﬁha de los multiples efectos de las hormonas tiroideas
estan conservadas en los vertebrados estudiados.



Hipitesis

HIPOTESIS

EL HIGADO DEL PEZ TELEOSTEO Fundulus heteroclitus EXPRESA EL DNA
COMPLEMENTARIO (cDNA) QUE CODIFICA PARA LA DESYODASA TIPO 1
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| OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

CLONAR Y CARACTERIZAR EL cDNA QUE CODIFICA PARA LA DESYODASA
TIPO1 EN EL HIGADO DE Fundulus heteroclitus.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir las caracteristicas generales de la secuencia de nucleétidos del cDNA
clonado.

2. Identificar la presencia y la posicién del codon TGA que codifica para el
aminoacido selenocisteina (Se-Cys) en el marco abierto de lectura.

3. Identificar la presencia del elemento SECIS en la region 3' no traducida del
. ¢DNA (3'UTR) y determinar su estructura secundaria.

4. Deducir la secuencia de aminoacidos para la D1 del higado de Fundulus '
heteroclitus (fD1).

5. Determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos entre
fD1ylas D1s de otros vertebrados.

6. Ildentificar la presencia de los residuos de histidina en las posiciones 158 y 174,
los cuales se ha reportado que son criticos para la funcién de la enzima.

o
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| MATERIAL Y METODOS

" En este capitulo se presenta el conjunto de los métodos empleados para la
clonacién del DNA compleméntario que codifica para la desyodasa tipo 1 en el
higado de F. heteroclitus. Para cada uno de estos métodos se describira de manera
general el fundamento y posteriormente se identificaran los pasos del
' procedimiento que se siguid en el laboratorio, indicando los materiales especificos
y las condiciones bajo las cuales se realiz6 cada prueba (generalmente en un
diagrama de bloques). En la Figura 15 se muestra un diagrama que resume el
proceso general que se sigui6 en el laboratorio para la clonaci6n de éste. A

continuacion se describen cada una de estas etapas.
l. ANIMALES

" Fundulus heteroclitus. Se utilizaron F. heteroclitus machos, de 2 a 5 g de
peso.; Los organismos se capturaron en el rio Matanzas en el estado de Florida, E.
U. A y' posteriormente se mantuvieron en estanques con agua de mar,
alimentados ad libitum con pellets comerciales en el laboratorio Whitney de la
Universidad de Florida. Los peces se mantuvieron en condiciones de temperatura
constante, bajo ciclos luz oscuridad 14:10 (luces encendidas de 6:00 AM a 8.00
PM). 'Los animales se sacrificaron por decapitacién, se les disecd y extirpo el
higad:o, el cual se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido, y se almacen¢ a -
70°C - hasta su anélisis.

H. EXTRACCION DE RNA TOTAL

- Para la obtencién del RNA hepético del F. heteroclitus se siguié una
modificacion al método de extraccién de RNA de un solo paso (Chomczynski &
Sachi, 1987). El método utiliza el reactivo de Trizol (GibcoBRL), qué contiene fenol
. e isotiocianato de guanidina. El isoiioc_ianato de guanidina es un agente
desnaturalizante que permite la separacion del RNA a partir de tejidos con alto
contenido de ribonucleasas endogenas. El RNA se extrae debido a que se
soluﬁiliza en una solucién acuosa que contiene isotiocianato de guanidina 4M a pH
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E [CAPTURA DE LOS PECES. B

§  DISECCION Y EXTIRPACION DEL HIGADO)

[EXTRACCION DE RNA TOTAL]

|

E [AMPLIFICACION Y PURIFICACION DEL PLASMIDO| E

|  [SECUENCIACION DEL FRAGMENTQ [

E [5°Y 3’RACE PARA LA EXTENSION Y SECUENCIACION DEL cDNA E

Figura 15 Pasos Generales para la Clonacién y Caracterizacion del cDNA que Codlﬁca para
la Desyodasa Tipo 1 en el Higado de F. heteroclitus
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4, en bresencia de una fase organica de fenol/cloroformo. Bajo estas condiciones
acidaﬁ, la mayoria de las proteinas y de los fragmentos péqueﬁos de DNA (50 - 10
kb) permanecen en la fase organica, mientras que el DNA de elevado peso
molecutar y algunos residuos de protelnas se encontrardn en la interfase.
Posteriormente el RNA obtenido en la fase acuosa se purifica mediante
precipitacién con isopropanol, lavado del precipitado con aicohol y finaimente se
redisuelve el pellet de RNA en agua. En la Figura 16, se presentan los pasos
generales del procedimiento.

REACTIVO DE TRZO
‘l’ RNA FASE
ruic;mor. heterocktus | » LISIS CELULAR —_— ACUOSSA
(DESNATURALIZACION DE PROTEINAS) | © -
HOMOGENZAR EXTRAER

SOPROPANG —_>

B

| e " e ]« [ermeom |
Hy RNA LAVADG I ECIPITACION RNA

CENTRIFUGAR Y
DISOLVER CENTRIFUGAR, DECANTAR
65%C DECANTAR Y SECAR

Figura 16. Procedimiento para la Obtencion de RNA Total del Higado de F. heteroclitus.

Hl. OBTENCION DEL DNA COMPLEMENTARIO (RT)

El método empleado para la obtencién de cDNA utiliza la enzima
transcriptasa reversa (RT). La transcriptasa reversa sinteﬁza cDNA a partir de
mRNA, y como otras polimerasas requiere un templado y un iniciador.
Aprovéchando que en eucariotes el mMRNA contiene un su extremo 3’ una cola de
residuos del 4acido desoxiadenilico (dATP), se utilizan como iniciadores cadenas de
residuios de acido timidilico (ofigo dT) que son complementarias a las colas de
dATP! Asi, en presencia de los cuatro nucledtidos (dNTPs), el mRNA y el oligo dT,
la traﬁscriptasa reversa sintetiza la cadena de cDNA hasta alcanzar el extremo
5-del mRNA. Al final de esta reaccién se obtienen hibridos mMRNA/CDNA.
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Posteriormente pori tratamiento enzimatico con la ribonucleaéa H (RNAsa H), se
degrada selectivamente el RNA mensajerc de los hibridos hasta oligonucledétidos,
émedando solamente las cadenas sencillas del cDNA. En este estudio se utilizé
RNA total como templado para la transcripcion reversa. El oligo dT empleado (PA
142), contiene'ademés de la secuencia poli (T) una secuencia accesoria disefada
para ser utilizada posteriormente en las amplificaciones de extremos los 3’ del
cDNA (3° RACE), (Cuadro 6).

Cuadro 6. Secuencia de Nucle6tidos del Iniciador PA142 (oligo dT) Empleado para la
Sintesis de cDNA

5° 3
TYTC AGG CTA GCA TCG ATC CAT GGG TCG ACT TTTTTTTTTTITTTTITTY

".De estaforma a partir del RNA total extraido del higado de F. heterociitus se
logré obtener el cDNA correspondiente a todos los transcritos (nRNA) presentes en
el momento de la diseccion del tejidb. Ei ¢cDNA resultante por ser mas estable

- permitié continuar con las etapas subsecuentes de la clonacion. La figura 17,
resume el procedimiento seguido para la transcripcion reversa.

IV. AMPLIFICACION DEL cDNA PARA LA DESYODASA TIPO 1 (RT-PCR

Touchdown) |

La arﬁpiiﬁcacién del fragmento inicial del cDNA que codifica para ta D1 en

higado de F. heteroclitus se realiz6 siguiendo el método de RT-PCR Touchdown.

El método utiliza como templédo el producto de la transcripcion reversa. Como
iniciadores para este PCR se disefaron los ofigonucleétidos degenerados DI-1 y
DI-2 a partir d:'e secuencias de aminoacidos conservadas para la D1 en diferentes
‘especies (Cuédro 7). La zona seleccionada para el disefio de uno de los oligos
degénerados,contiene el aminoacido selenocisteina, caracteristico en esta familia
de enzimas. La razén por la cual se disefiaron oligos degenerados como
iniciédores fue para -contar con todas las posibles combinaciones de
oIigqnucIetStidos que puedan codificar para los aminoacidos de las zonas consenso
seleé:cionadas. Debido a ésto el PCR se corrié bajo un esquema de descenso en'
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\ .

; RNA MENSAJERO (RNA TOTAL 10 ug)
5 b 3
. AAAAAAAAARAAAAAA |
' +

(TN TTITT ITTITTCAGCTGGGTACCTAGCTACGATCGGACTTCAG i
¥ 5

o OLIGO dT PA 142, 2 pmol y 100 pmol
l 65°C, 3 min

© RNA MENSAJERO

5 ¥

{ AAAAAAAARAAAAAAAL | .

[TTTTTITIITTITTIT I ICAGC TGGGTACCTAGCTACGATCGGACTTCAG ]

¥ OLIGO dT PA 142 -3

+ dNTPs, DTT 0.1 M, RNAsin, buffer,
42°C.2hr
-

AAAAAAAAAAANALMA |
T T TTTIT I I T ITITCAGC TGGGTACCTAGC TACGATCGGACTICAG ]

5

lTRANSCRIPTASA REVERSA

RNA MENSAJERO

5
i_
/\N\/\MAAN\N\/\NJ‘/\/\AN\NVW\'
, € 3
l INACTIVACION TRANSCRIPTASA REVERSA
85°C, 20 min
HIBRIDOS mRNA/CDNA

mRNA ¥
AAAAAAAAAAAAAAAA |
TEITTTTTTIETFITIT TCAGCTGGGTACCTAGCTACGATCGGACTICAG |
cDNA 5

. : lRNAsa H
o S 55°C, 20 min
[ TTTTTTTTTTTTTTTTTCAGCTGGGTACCTAGCTACGATCGGACTTCAGJ
3 ‘ ' s

DNA COMPLEMENTARIO (cDNA)}

(.!_1'—0!

Figura 17. Sintesis de cDNA. Mediante la transcriptasa reversa se extiende el ofigo dT PA142 para
obtener el cONA contenido en las células en estudio.

O

la iemperatura de alineacion del iniciador (touchdown), que abarca desde la
combinacién de nucleétidos con la témperatura de alineacién mas alta, hasta la
mas baja. En este paso ademas de la amplificacion por PCR del fragmento inicial
de cDNA que codifica para la D1, los fragmentos producidos se obtuvieron con
extremos adhesivos para su posterior insercion en el vector. En efecto, ia DNA
polimerasa empleada adiciona en'el extremo 3’ de los fragmentos amplificados un
nuc;!eétido dATP (3'A), con lo cual los fragmentos de cDNA producidos son
éon‘nplementarios en sus extremos al plasmido pGEM-T (Promega™), que
posteriormente se utilizé para ligar los fragmentos de cDNA, el cual contiene en

i
C
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los extremos 3° el nucleétido dTTP (3'T). La secuencia de los oligos degenerados
DI-1 y DI-2 se presenta en el Cuadro 8.

Cuadro 7. Secuencias de Aminoacidos Reportadas para la D1 en Diferentes
Vertebrados. Las flechas indican la orientacion y posicion de las secuencias consenso
seleccionadas para el disefio de los oligos degenerados.

Tilapia 80
Gallo 17
Perro 15
Rata 80
Ratdn 80
Humano 80
Tilapia 160
Gallo 157
Perro 155
Rata 160
Ratdn 160
Humano 160
Tilapia 240
Gallo 237
Perro 235
Rata 240
Ratén 240
Humano 240
Tilapia 248
Gallo 245
Perro 244
Rata 257
Raton 257
Humano 249

Cuadro 8. Caracteristicas de los Oligos Degenerados DI-1y DI-2
SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL OLIGO DEGENERADO DI-1
5§ "TTY GGN WSN TGY ACN TGA CC3
SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL OLIGO DEGENERADO DI-2
3°GAY GGN TGG GCN TTY AAR AAS
EN DONDE: N=4(AGCT), Y=2(CT) W=2(TA) §=2(CG)y R=2(AG)
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V - PURIFICACION DE DNA DE UNA MATRIZ DE GEL DE AGAROSA

Para la purificacion del DNA en el gel se utilizo el sistema de extraccion de
DNA CONCE_R'T“" Gel (GibcoBRL), que se basa en la adsorcion del DNA en un
soporte poroso de silica. Primero la agarosa es disuelta con perclorato de sodio,
para liberar et DNA de la matriz semisélida de agarosa y asi queda disponible para
ser édsorbidd en el ‘soporte de silica. La adsorcién del DNA es dependiente de la |
temperatura y composicion de los amortiguadores empleados. Posteriormente la
agarosa y el amortiguador empleado en la electroforesis son removidos mediante el
lavado del soporte de silica con amortiguadores conteniendo alcohol. Al final el
DNA es eluido con un amortiguador Tris-EDTA (TE). EI procedimiénto se resume
en la Figura 19y se siguié para la obtencién de los diferentes fragmentos del
cDNA.

" D1 (125 pmot) D12 (125 pmol)

§-GAC’ GGG T'C°G™ 1GC' ACG " TGA CC-3'| 3-GAC'GGG" TGG GCG*" TTC'AAG" AA -6 |

¢ Buffer, dNTP's, RT, Taq polimerasa

RT-PCR
TOUCHDOWN

Condiciones de los ciclos:
T y t de desnaturalizacién: 94°C, 30 seg
T y t de alineacion: de 69 - 41 °C, 30 seg
. descendiendo 1°C cada dos ciclos
; T y t de extension: 72°C, 1 min
T y t de extension final de 10 min, 72°C

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

|

SELECCIONAR FRAGMENTOS DE ~140 pb

Figu’ra 18. Obtencién del Fragmento [nicial del ¢cDNA que Codifica Para ta D1 (RT-PCR
Touchdown)
I
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VI. VECTOR |

| La clonacién del cDNA de higado de F. heferoclitus se realizé utilizando el
plasmido pGEM-T que es un vector abierto con fa enzima Eco RV, al cual
posteriormente se le adiciona en ambos extremos 3' un nucledtido dTTP. Como se
menciond antes, estos extremos son complementarios con los fragmentos de cDNA
~ obtenidos por la enzima polimerasa empleada en el RT-PCR (Taq polimerasa,
GibcéBRL); la cual tiene la propiedad de adicionar un nucleétido dATP en el
extremo 3' del fragmento amplificado, independientemente del tipo de templado. De
esta forma se rednen las caracteristicas de complementaridad que permiten la
insercion de fragmentos de DNA compatibles mediante la enzima T4 DNA Ligasa
(Promega GibcoBRL). '

[ CORTAR ¥ PESAR LAS BANDAS SELECCIONADAS |

'

I SOLUCION SOLUBILIZANTE DE AGAROSA (3uL/ma) |

i 55%C, 20 min, Agitar cada 3 min

: | PASAR SOLUCION A COLUMNA CON SOPORTE DE SILICA GEL J

l Centrifugar, 12000 g / 1min

2

r- . LAVAR LA COLUMNA CON SOLUCION SOLUBILIZANTE DE AGAROSA l ’

¢ Centrifugar, 12000 g / Tmin
lﬁ LAVAR DOS VECES LA COLUMNA CON AMORTIGUADOR (NaCl, EDTA, Tris) J
¢ q—{ cemﬂuoar.'molm;in l_l
=i : r . ELUIR CON AMORTIGUADOR (TE}AB5°C I_' DN;\

.
l ,
Figura 19. Procedimiento Para la Purificacién de DNA en gel de Agarosa
|
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| El plasmido pGEM-T tiene en los extremos del sitio de clonacion multipie ‘los
promotores T7 y SP6 de la RNA polimerasa y multiples sitios de restriccion. Dentro
del gen que cbdiﬁca para el péptido « de la enzima B-galactosidasa - se encuentra
el sitio dé clonacién mdltiple, lo que permite identificar por a-complementacion las
clonas recombinantes (colonias blancas) de las no recombinantes (colonias
azules). El pGEM-T utiliza como iniciadores oligonucleétidos complementarios é la
regiéon contigua al sitio de clonacién, Jo cual facilita la secuenciacion en ambas
direcciones. Ademas, el pGEM-T tiene el gen para la p-lactamasa que le confiere

resistencia a la ampicilina, {Fig. 20).

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGAATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG GCCGC
3'... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCITMCC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC CGGLG

PROMOTOR T7 - Apal Aatll Sphl 8stZl  Neol Sac i

GGGATTY’ (sitio de inserciégl ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG GGAGA GCTCC CAACG

CCCTA TTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTCG TATAC CCTCT CGAGG GTTGE

- Spel — Nofl — Psti —salT Ndel Sacl THSIXT—
7 BstZ |

CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT .3

&ErAG ETACGE TATC Mgfc AR e T R A %

BstX)  Nnsi | ~  PROMOTOR SP6

Figura 20. Promotores, Sitios de Restriccion y Sitio de Insercién en el pGEM-T

VIi. LIGACION

Los metodos para ligacion del DNA en vectores se basan en la
complementaridad de los extremos del vecfor y del fragmento. Para lograr esta
complementaridad se utilizan enzimas de restriccion o la adicién de nucleétidos en
tales extremos. Una vez que se tiene esta propiedad se utiliza la enzima DNA
ligasa del fago 4, la cual cataliza la union covalente de fragmentos de DNA
complementarios formando un enlace fosfodiéster entre extremos adyacentes 5'P y
3’'0OH de una cadena de DNA. La reaccién de ligacidn consume ATP. En este
trabajo fa unién de los fragmentos de cDNA en el plasmido pGEM-T se basé en la
comp]ementaridad de los extremos adhesivos (3'T) del vector y (3°'A) de los

1

t

N
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'

fragrlnentos a clonar. Asi en presencia de la T4 DNA ligasa y ATP quedan unidos el
plasmido y el fragmento de DNA, (Fig. 21). '

Vill. TRANSFORMACION

La transformacion se refiere a la introduccion de DNA plasmidico en bacterias o
levaduras. Existen diferentes métodos para la introduccién de plasmidos en
bactén‘as. El método que se utilizé para la transformacién se basa en la
introduccion del DNA recombinante en una célula receptora mediante ia
perrﬁeabilizac‘ién de la membrana celular por tratamiento con Ca®" y cambios de
temperatura. En este trabajo el DNA recombinante se introdujo en células
competentes de la cepa DHS5a de E. coli Las células competentes
(permeabilizadas) se prepararon utilizando el método de cloruro de calcio y fueron
tranéformada§ por choque térmico, (Fig. 22). ‘ |

FRAGMENTO DNA (25 ng)

-—_—
pGEM-T (50 ng) DNA
( P} RECOMBINANTE
T-OH P T4 DNA LIGASA QW)
. ATP, Mg >
5 - 3 5 3
" . 3' 5.
3 ‘ 5 ‘ 4°C. 18h
| ‘ P OH-A

Figur‘? 21. Ligacién del cDNA en el Plasmido pGEM-T
|
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*!I  INOCULAR CELULAS DH5a EN 3 mL MEDIO ¢ B 18 h, 37 °C, 230 rpm

INOCULAR CON ESTE CULTIVO 500 mL
MEDIO ¢ B, 37°C , 230 rpm, DO=0.48 A 550 nm

ENFRIAR Y CENTRIFUGAR 4000 g,
5 min, 4°C, DECANTAR

RESUSPENDER PASTILLAS DE BACTERIAS
EN 30 mL TFbI, 5, 4°C

SN N

v

CENTRIFUGAR 6000 g, 57, 4°C
DECANTAR

/

RESUSPENDER PASTILLAS DE
BACTERIAS EN 4 mL TFbli, 157, 4°C

N

PREPARAR ALICUOTAS DE BACTERIAS Y
. CONGELAR -70°C

Figura 22. Preparacion de Células Competentes

i . .
. Para la transformacion de ias células competentes se siguieron los
siguientes pasos (Fig. 23).
|
I
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- DESCONGELAR UN TUBO DE BACTERIAS

COMPETENTES i
4 ul. REACCION DE UGACION
I 25 uL BACTERIAS, 4°C, 30 min

INCUBAR 50 seg, 42°C

2 min, 4°C ‘ ¢

: 400 L MEDIO SOC, 37°C, 1 h, 230 pm

SEMBRAR 200 L DE LA
TRANSFORMACION EN AGAR LB
C/AMPICILINA, XGAL ¢ IPTG
r 18 h. 37°C
{
COLONIAS BLANCAS COLONIAS AZULES
DNA RECOMBINANTE POSITIVAS DNA RECOMBINANTE NEGATIVAS

Figura 23. Transformaci6én de Células Competentes

IX. TAMIZAJE DE COLONIAS BLANCAS POR PCR

Como un segundo tamizaje de colonias blancas y para corroborar que las
coloriias 6onten'gan el fragmento del tamafio esperado se realizé, una amplificacién
por :PCR del fragmento clonado utilizando como iniciadores oligonucledtidos
especificos del ptasmido M13ff (S) y M13rev (AS), y como templado las colonias
blanéas. Los iniciadores amplifican la zona en donde se inserta el fragmento y a los
fragmentos de DNA amplificados con éstos deberan adicionarseles 237 pb que se
copia:m de los extremos del vector, (Fig. 24). Por ejemplo, en el caso de la insercidn
dei fragmento inicial (140pb) de! cDNA de F. heterociitus, las bacterias que
conttiwieran este plasmido deberian amplificar un fragmento de 377 pb. Para
realizar este PCR se se!eccionéron al azar por lo menos 5 colonias blancas de
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cada placa, y se corierron 35 ciclos con las siguientes condiciones: temperatura de
desnaturalizacion 94°C durante 40 seg; temperatura de alineacion  55°C durante
40 seg y temperatura de extension 72°C durante 1 min. ’

140 pb
<€ —>

FRAGMENTO DNA

Mipb
l M13rev

a77 pb

M3

126 pb

Figura 24. Posicién de lo Iniciadores M13ff y M13rev Empleados para PCR de Colonias

Las colonias que contenian el fragmento de interés se identificaron después
de correr el producto dei PCR en gel de agarosa utilizando un marcador de peso de
DNA para comparar los tamafios de los fragmentos amplificados. Las colonias
seleccionadas se estriaron en égar LB con ampicilina y se crecieron durante toda la
noche a 37°C. De este cultivo se prepar6 el miniprep que se describe enseguida.

X. PURIFICACION DEL PLASMIDO (miniprep)

' Para el aistamiento de pequefias cantidades de DNA plasmidico a partir de
bactérias (miniprep), sé utilizé una modificacién al procedimiento de lisis alcatina
(CONCERT™, GibcoBRL). El método utiliza dodecil sulfato de sodio (SDS) en
presencia de NaOH para desnaturalizar las proteinas bacterianas y el DNA
crombsémico y del plasmido. La mezcla es neutralizada con acetato de potasio y
clorhidrato de guanidina con lo cual precipitan las proteinas y el DNA cromosomico,
mjeniras que el DNA del plasmido se realinea y es adsorbido selectivamente en
colunhnas con un soporte de silica gel. Pasando a través de la columna soluciones
con a:zmortiguadores conteniendo alcohol se elimina el resto de detritos celulares.

4
¢
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Finafmente el DNA del plasmido se eluye con amortiguador Tris, EDTA a 65°C
(TE)

En el laboratorio las colonias con el fragmento ciel tamano esperado se
inocularon en 5 mL de medio LB liquido con ampicilina y se crecieron durante 18
hrs a 37°C, con agitacién de 230 rpm. Después de separar el medio de cultivo por
centrifugacion la pastilla de bacterias se traté siguiendo el método del sistema
CONCERT™, (Fig. 25). La cuantificacion del DNA obtenido se realizo por
absorcién UV y para corroborar su tamafio se corre en gel de agarosa.

CENTRFUGAR Y DECANTAR MEDIC SDS/MNaOH —~ LISIS CELULAR NEUTRALZAR/ICENTRIFUGAR
| cumvo ——» [ astiAsacTERAS | —— SUSPENSION | ——P
COLUMNA SILICA LAVADO - ELUCKON
: DNA PLASMIDO
SOBRENADANTE —_—> DNA PLASMIDO-SILICA —_—
7 v

LECTURA UV 260 nm ELECTROFORESIS

GEL DE AGAROSA

Figur'a\ 25. Pasos Generales del Miniprep

XI. SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

- Para la secuenciacién de fragmentos de DNA, se siguid el método de Sanger
que se basa en la sintesis enzimatica de DNA, terminando la cadena
especificamente con 2, 3'dideoxinucledtidos (ddNTPs) como analogos de los
dNTPs. Los ddNTPs se incorporan a la cadena de DNA; pero impiden la formacién
del enlace fosfodiéster con el siguiente nucteétido debido a la falta def grupo OH en
la pdsicién 3’ de la ribosa, interrumpiendo el alargamiento del DNA. El método
requi:ere un dNTP marcado radioactivamente; DNA polimerasa; un iniciador; el
templado de DNA por secuenciar, y los 4 ddNTPs. Se realiza en cuatro reacciones;
en cailda una sélo se incluye uno de los ddNTPs. Asi la reaccion que incluye los 4
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dNTP’s (con uno de los 4 marcado) y ddATP al polimerizar se obtiene de esta
reacc&n una serie de cadenas de DNA terminadas especificamente en cada dATP.

El procedimiento se realizd en cuatro pasos: 1) desnaturalizacién' del
plasmido, para producir cadenas sencillas de DNA; 2} Alineacién del iniciador con
las cadenas sencillas del templado; 3) extension y marcaje radiactivo de la cadena
complementaria con DNA polimerasa; y 4) adicion de ddNTPs (reaccion de
terminacion). Para la ejecucién de los pasos 2-4 se utilizo el sistema de reactivos
Sequénase“‘ de Amersham, y se utiliz6 como marcador radioactivo ¥S-dATP.
Para ia desnaturalizacién del ptasmido se siguieron los protocolos estandar, en
dondé se usan soluciones alcalinas, precipitacién con acetato de sodio, y lavados -
con alcohol. Después el DNA se suspendi6 en agua. Los iniciadores empleados
para la extension del DNA fueron oligos especlficos a la secuencia que flanquea el
fragmento de DNA insertado en el plasmido u oligos especificos complementarios
a los fragmentos clonados. El procedimiento general se presenta en la Figura 26.

X1i. AMPLIFICACION RAPIDA DE LOS EXTREMOS DEL cDNA (5'y 3'RACE)

El método RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) se utiliza cuando se
conoce la secuencia de un fragmento del DNA, pero no los extremos 5" y 3'. El
RACE‘ se hace realizando dos amplificaciones por PCR consecutivas (nRT-PCR o
PCR anidado). Se le llama nRT-PCR, debido a que en el primer PCR se utiliza
-como ftemplado el producto del RT. Después el producto dei primer PCR es
utilizado como templado para el segundo. En ambas reacciones se utilizan como
inciadéres pares de oligonuciedtidos especificos det templado. En base a este
principio, a continuacién se describen las caracteristicas especificas de la
amplificacion hacia los extremos 5°, 3" empleadas en este trabajo.
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, DNA PLASMIDO DESNATURALIZADO

l

ALINEACION

| 1

NICWDORES EMPLEADODS:
M13 1 (-111 5): GTT TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA
ROG (68 S): ATT TAG GTG ACA CTA TA

. M13 rev (+128 AS): CAG GAA ACA GCTATG ACC ATG

ROG35 (+82 AS) TAA TAC GAC TCA CTA TA
OLK30S ESPECIFICOS

EXTENSION Y MARCAJE RADIACTIVO

4 ONTPs
l BSAATP
DNA POLIMERASA
REACCIONES DE TERMINACION

o 1

ELECTROFORESIS GEL DE POLIACRILAMIDA AL 8%

EJEMPLO

'
' l l l l SECUENCIACIGN DEL
. ) FRAGMENTO TCTTGCCA
daGTP SUATP adTTP ddCTP
T
[ ]
) G
v —
— {{? .G
t _— SE OBTIENE
— A SECUENCIA
— COMPLEMENTARIA
‘ A Ara
g ORIGINAL
N —
A

t

Figura 26. Determinacion de la Secuencia de DNA por el Método de Sanger. Se siguit este
principio, utilizando el juego de reactivos del kit Sequenase. Los iniciadores utilizados (M13ff,

ROG35, M13rev y ROG34), son complementarios a

la Secuencia contigua al fragmento clonado,

También se utilizaron iniciadores especificos del fragmento clonado. El marcaje radiactivo se hizo

con ¥S-dATP. Las cadenas resultantes se coren en

un gel de poliacrilamida al 8 %, después de

exponer el gel en una pelicula radiogréfica, se revela y se lee la secuencia.

A. 31'3ACE. Para extender el cDNA de F.

heteroclitus hacia el extremo 3  se

utilizaron un par de oligos especificos que se disefiaron, a partir de la secuencia

del fra;gmento obtenido con los oligos degene

rados DI-1 y DI-2. Después se realiza
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un nRT-PCR. En el primer PCR se utilizé como templado el producto del RT
obtenido con el oligo dT PA142 y como iniciadores un oligo (S) especifico
complementario a la secuencia clonada y el oligo AS PA140, complementario al
adaptador del oligo PA142. Mientras que en el segundo PCR se emple6 como
templado el producto del primer PCR y como iniciadores el segundo oligo
especifico, (S)y el oligo PA141 (AS), complementario al oligo PA140.

B. 5'RACE. Para extender la secuencia del mensajero hacia el extremo 5°, primero
se preparé un RT, utilizando como templado el RNA total y como iniciador un oligo
especifico disefado a partir de la secuencia inicial del fragmento D1/D2. Al cDNA
obtenido en esta reaccién se le adiciond en el extremo 3 una cola de acido
desoxicitidilico (dCTP) mediante la enzima transferasa terminal. Después de
purificar el preducto de la reaccién de adicién se utilizé éste como temptado para
realizar el primer PCR y como iniciadores se emplearon el oligo especifico con el
que se obtuvo el RT y el MCJ8. El oligo MCJ8 tiene una cola de acido
desoxiguanilico (dGTP) mas una secuencia adaptadora'. El producto del primer
PCR como se ha mencionado, se utilizé como templado del segundo PCR, y como
inciadores se utilizaron el oligo PA141, complementario a la secuencia adaptadora
del oligo MCJ8 y otro iniciador especifico AS en posicién rio arriba respecto al
primero {Fig. 27).

Xlil. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para el andlisis de las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos
obtenidas en este trébajo se utilizaron los programas DNAMAN, GENRUNNER,
GenBank y MFOLD.
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3'RACE
K} DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) 5
S SO SO SU S SIS P PP CTTTTTTFTITTITTITTTTTCAGC TG GG TACCTAGC TACGATCGGACTTCAG
ATCGATGCTAGCCTGAAGTC
CAGCTGGGTACCTAGCTAC
> «
Oligo especifico
1° PCR igo espec Oligo PA140
— ——
Oligo especifico
— Oligo PA141
5'RACE
3 DNA COMPLEMENTARIO (cDNA) 5
CAT CGA TCC ATG GGT CGA C GGGGGGGGGGGGE
GTC GCT AGG TAC CCA GCT G
" ’ ‘_—— L]
Ofigo MCJ8 Oligo especifico 1° PCR
PA141 Oligo especifico
2PCR

Figura 27. Amplificacién de los Extremos 3' y 5" del cDNA de la D1 de F. heteroclitus
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-

RESULTADOS

Debido a la naturaleza de este estudio en este répoﬂe sobresalen los
resultados de los métodos que se basan en.la amplificacién de fragmentos de DNA
mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo cual, gran parte de
los resultados comesponden a las imagenes obtenidas de. los productos
ampliﬁcados en estas reacciones después de su electroforesis. En esta seccién
también destacan los resultados de los programas que utilizamos para el analisis
de las secuencias obtenidas. Cabe sefialar que soOlo se presentan los resultados
que fueron decisivos para alcanzar los objetivos planteados. En todos los casos las
ﬁgufas seleccionadas son representativas de varias repeticiones. -

I. EXTRACCION DE RNA TOTAL

El rendimiento y pureza UV del producto de la extraccién de RNA total
(toRNA) a partir de higado de F. heteroclitus se presentan en el Cuadro 9. Sélo
se muestran los extractos que se utilizaron para el RT. Durante la etapa de
estandarizacién del método, el toRNA también se analizdé por electroforesis para
comprobar ta presencia de las bandas correspondientes al RNA ribosomal (rRNA) y
al mRNA. '

Cuadro 9. Resultados de la Extraccién de RNA Total del Higado de F. heteroclitus.

RELACION D.O. CONCENTRACION
RNA total
260nnV280 nm uglul
1.63 4.5
162 ' 6.3
1.74 49
1.68 43
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Il. OBTENCION DEL DNA COMPLEMENTARIO (RT)

‘Para a sintesis de los cDNAs presentes en el toRNA de los hepétocitos de
F. heteroclitus se hicieron dos reacciones utilizando como iniciadores 2 pmol y 100
pmol del oligo dT PA142, respectivamente. El objeto‘de' utilizar diferente cantidad
del oligo dT fue el de probar si la concentracién de éste afectaba la eficiencia de la
reaccion. Para cada RT se utilizd bomo templado un volumen de toRNA equivalente
a 10 ug. En todos los casos las muestras se corrieron contra un control de
reactivos. El producto de la transcripcion reversa no estuvo sujeto a ningun analisis
por UV o por electroforesis.

n. AMPLIFICACION DEL cDNA CON LOS OLIGOS DEGENERADOS (RT-PCR
Touchdown)

Para la ampliﬁéacién del fragmento inicia! del cDNA de la desyodasa tipo 1,
se utilizaron como inciadores 125 pmol de cada uno los oligos degenerados DI-1 y
DI-2 . Como templado se utilizaron 2 pL del RT, y como se mencioné antes en esta
reaccién se siguio ﬁn esquema de descenso en las temperaturas de alineacién
(69°C—41°C) cada dos ciclos. En la electroforesis en gel de agarosa al 2 % del
producto de esta reaccion se observaron dos bandas. La razén por la que se
amplificaron estos fragmentos, se debe a que los iniciadores utilizados no son
_espeéiﬁcos. Como se oﬁéerva en la imagen no hubo ningun efecto por la cantidad
de! iniciador {oligo dT) empleado en el RT, ya que los fragmentos amplificados
utilizando como templado el RT obtenido con 2 y 100 pmol de oligo dT, fueron
iguales. Hasta aqui todo sugeria que la banda de menor peso podria pertenecer al
fragmento inicial del cDNA de interés. Para conocer la identidad de estos
fragmentos, los dos se prepararon para su posterior secuenciacion.
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MARCADOR DE PESQ
+DNAHInd HIl-
DI-1

i ‘ ~140 pb

DI-2

564 pb
FRAGMENTO 1 DI-1/DI-2 ~ 400 pb

FRAGMENTO 2 DI-1/DI-2 ~200 pb (1amafio
esperado ~140 pb)

Figura 28. Fragﬁaéntos Obtenidos del RT-PCR Touchdown con los Oligos Degenerados DI-
1/Di-2. En el cami 1 se observa el marcador de tamafic del DNA y en el 2 y 3 se presenta el
resultado de utilizar como templado el RT obtenido con 2 y 100 pmol respectivamente de oligo dT
PA142.

IV. IDENTIFICACION DE CLONAS CON FRAGMENTOS AMPLIFICADOS EN EL
RT-PCR_Touchdown ‘

Los fragmentos de DNA amplificados mediante el RT-PCR Touchdown se
insertaron en el vector pGEM-T, y luego se utilizaron para la transformacion de
células competentes. Las colonias blancas obtenidas en la transformacién se
tamizaron por PCR, utilizando los iniciadores especificos a la secuencia del vector-
(M13 .ff y M13rev). Se escogieron al azar 5 colonias blancas de cada
transformacion con el fragmento 1 y .2 respectivamente. En la figura 29, se
muestra la electrdforesis de los fragmentos anipliﬁcados en el PCR de estas
colonias en un gel de agarosa al 1%. Como se observa los fragmentos amplificados
en las clonas con el fragmento 2 se aproximan a los famafios esperados y las '
clonas con el fragmento 1 muestran bandas de mayor peso. El tamafo aproximado
de los fragmentos 1 y 2 es de ~637 pb y ~437 pb, respectivamente. Las colonias

seleccionadas para la secuenciacién se sefalan con una flecha.
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COLONIAS FRAGMENTO 1 (DI-1/Di-2) . COLONIAS FRAGMENTO 2 (DI-1/D1-2)
ESC. 1 2 3 4 5 6 7 L] 9 10
A DNA/Hind 1HI :

" EcoRI

M3 B ~ 400y 200pb N Ml3rev
I 111pb _ _
| FRAGMENTOS DI-1/DI-2 126 pb
. ~637 y 437pb -

Figura 29. Identificacion de Clonas con Fragmentos D1-1/DI-2.

V. SECUENCIACION DE'LOS FRAGMENTOS CLONADOS (DI-1/DI-2) -

Las clonas. seleccionadas se cultivaron y se prepard el correspondiente
miniprep. El plasmid'o puriﬁcédo, se utilizd para preparar las reacciones de
secuenciacion. Para cada plasmido se prepararon 2 reacciones, una utilizando un
iniciador “sense” (M13 ff} y otra con un iniciador “anti-sense” (ROG34) del vector.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia de
nucléotidos insertada en el plasmido del fragmento 1, mostré que dicha secuencia
no correspondia a la respectiva region de la D1. En efecto después de alinear esta
secuencia' con las secuencias de aminoacidos de las D1s clonadas en otros
vertebrados no se encontré ninguna identidad. Por lo cual el fragmento de mayor
peso en el RT-PCR, podria ser un producto inespecifico amplificado por ios oligos

degenerados.
t
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A partir de la secuencia de nuclettidos del plasmido de la colonia 6 se
encontr6 que la secuencia de amino4cidos obtenida presenté un 85 % de identidad
con la secuencia de aminodcidos reportada para este fragmento en la D1 del rifién
~ de ftilapia. Lo anterior fue un resultado decisivo para este trabajo, ya que por un
lado se confirmé fa presencia de la D1 en el higado de este pez y por otro a partir
de esta secuencia se disefaron los iniciadores especificos que permitieron
caracterizar el mensajero completo. En la Figura 30 se muestra que a partir de los
sitios de insercién de! plésmidb de la colonia 6 se identificaron las secuencias de
aminoacidos correspondientes a los oligos utilizados para clonar este fragmento
(DI-1/DI-2), y que esta secuencia se continué en arﬁbos extremos con una
secuencia homoéloga a la D1. En efecto, el andlisis de la alineacion de este
fragmento con la secuencia de aminoéacidos deducida a partir de los cDNAs
reportados para la D1 mostré que existen las zonas que presentan 100 % de
identidad en todas _Ias especies. Estos grupos de aminoacidos conservados
incluyen a los que flanquean al residuo Se-Cys en el sitio activo de la enzima
(FGSCTXP). La identificacion de estas secuencias consenso confirmé que el
cDNA clonado en este primer'paso presenta el codén TGA que codifica para la Se-
cys en el sitio activo de la D1 del higado de F. heteroclitus (Fig. 30). A partir de este
fragmento se disefiaron oligos especificos para continuar con la secuenciacion
hacia los extremos 5" y 3'de este mensajero. La secuencia de nucleétidos de los
oligos especiﬁr_:os DI-3, DI-4, DI-5 y DI-6 disefiados a partir del fragmento clonado
con los oligos DI-1/DI-2, asi como su posicion y orientacion también se muestran en
la Figu;ra 31.

Vi. EXTENSION HACIA EL EXTREMO 3’ DEL cDNA (3'RACE)

Para extender el cCDNA de F. heterociitus hacia el extremo 3” se utilizaron los
oligos especificos DI-3 y DI-4, disefiados a partir de Ié secuencia del fragmento
inicial. Después se realizé un nRT-PCR. En el primer PCR se utiliz6 como
templado el producto del cDNA obtenido con et oligo dTPA142 y como iniciadores
el oligo especifico DI-3 (S) y el oligo PA140 (AS), complementério al adaptador del
oligo PA142. Mientras que en el segundo PCR se empleé como templado el
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) COLONIA 1 COLONIA 6 .
' FRAGMENTO 1 (DI- m-z) FRAGMENTO 2 (DI-1/Di-2)
C

Figura 30. Secuenciacion de Pliésmidos con los Fragmentos DI-1/DI-2. La colonia 6, presentd el
fragmento cDNA que codifica para la secuencia de aminoacidos de la regién conservada de las
D17's. 'En las secuencias con M13 ff y ROG34 de la colonia 6 se identificaron las secuencias de
aminoéacidos codificados por los oligos Di-2 y DI-1 respectivamente. Después de la secuencia de los
oligos Di-1 y DI-2 la secuencia continua con la de la D1. Asi se obtuvo una secuencia inicial de 140
pb que codifica para e fragmento incia de la D1 en el Higado de F. heferoclitus. Las flechas indican
el inicio de las secuencias precedidas por la secuencia GATT del sifio de insercién del ptasmido.
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producto del primer PCR y como iniciadores el par de oligos especificos, DI-4 (S)y -
PA141(AS), complementario al oligo PA140. ‘

5 Di-1 DI-3

=
P >
>

F G € € T & P P F M F K L G D'F K a L R D
[TTT GGT] TGC [TGC ACT TGA CEC] CCG [TTC ATG TTC [BAG] CTC GGC GAG [TTC] AAG CAGETC] GTC CGG m
AAA CCA ACG ACG TGA ACT GGG GGC AAG TAC AAG TTC GAG CCG CTC AAG TTC GTC GAG CAG GCC CTG AAG

DI-4 . 3
——————————

VDVADFLVVYVAEAHSTDGWA‘FK

GTG GAC GTG[GEG GAC TTC CTG GTG GTC{TAC] GTC GCC[GAG GEC CAT] TCC ACA GCGITT AMA
CAC CTG CAC CGC CTG AAG GAC CAC CAG ATG CAG CGG CTC CGG GTA AGG TGT cTG CCAACC CGC AAATTT

-
* - -+

pl-& DI-5 DI-2

Figura 31. Secuencia de Nucleétidos y Aminoéacidos del Fragmento Inicial del cDNA (139 pb)
que Codifica para la desyodasa tipo 1 en higado de F. heteroclitus. Se muestran los oligos
degenerados DI-1 y DI-2; y los oligos especificos Di-3, DI-4, DI-5, y DI-6, disefiados para continuar
con la secuenciacion hacia los extremos 5y 3'de este mensajero. Las zonas resaltadas con letra
roja codifican para aminoacidos idénticos de la D1 reportada en: tilapia, gallo, humano, perro, rata y
ratén.

4

Los productos del nRT-PCR mostraron en la electroforesis en gel de agarosa
al 1 % la presencia de dos bandas en e! primer PCR y una banda en el segundo
PCR (Fig. 32). El primer y segundo par de bandas cofresponden a las reacciones
de PCR utilizando como templado el producto del RT obtenido con 2 pmol y 100
pmol del oligo dT, respectivamente. Como vemos lo anterior no ocasioné ningln
efecto en los resultados.

El tamaiio del fragmento amplificado en el segundo PCR {DI-4/PA141) es de
~800 pb y como se esperaba, fue ligeramente menor al de la banda observada en
el primer PCR. Este fragmento se seleccioné para su secuenciacién. Como se
observa en este PCR los resultados de las reacciones 2a y 2b fueron idénticos.

A. PCR PARA IDENTIFICAR CLONAS CON EL FRAGMENTO DI-4/PA141.
Después de la transformacién con el producto de ia ligacién se seleccionaron 5
colonias bltancas y mediante PCR con los oligos del vector M13ff/M13rev se
identificaron las clonas que contienen el fragmento DI-4/PA141 generado en el
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la 2a 1ib 2b ESC 100 5 ors . ¥
S, 1° PCR
e —
PAL42-
]
Di4_ 2°PCR
——
l PAl4]

FRAGMENTO DI1-4/PAL4]

p
[

~ BOOpb

Figura 32. Resultados del 3' RACE. Los fragmentos DI-4/PA141 obtenidos en el segundo PCR se
sefialan con 1a flecha, éstos se cortaron y después de purificarse el DNA se ligo en el pGEM-T.

3'RACE. En la electroforesis de los productos amplificados en este PCR se
identificaron 3 clonas con un fragmento de alrededor de 1000 pb. En la figura 33, se
observan las bandas correspondientes a estos fragmentos. Se inoculé la colonia 3
en medio de cultivo LB y después se buriﬁcé el plasmido para su secuenciacion. .

B. SECUENCIACION DEL FRAGMENTO DI-4/PA141. Para la secuenciacion del
fragmento de 800 pb generado mediante el 3'RACE se utilizaron los oligos M13ff y
M13 rev. Debido al tamario del fragmentc también se prepararon reacciones de
secuenciacion con los oligos especificos DI-4 y PA141 y se llevaron a cabo
corridas cortas (~2h) y largas (~5h) de tales reacciones. Con ei oligo PA 141 no se
obtuvo secuencia. Esta estrategia nos permitié contar con una secuencia de 491 pb
desde la secuencia del oligo Di-4 hasta el extremo 3’ del fragmento, por lo que de
acuerdo al tamafio de ~800 pb del inserto DI-4/PA141 sdlo faltaba obtener una
secuencia de ~300 pb. Con el objeto de completar la secuencia del extremo 3’ del

mensajero posteriormente se disefiaron el par de oligos DI-9 y DI-10 (Fig. 34).



Resultados

MI3fF | .soopb | Ml3rcy
l 111 pb » l
FRAGMENTO DI-4/PA141 128 0
< ~1037ph >

1000 pb

Figura 33. Bandas Obtenidas de! PCR para Identificar Clonas con el Fragmento Generado del
3'RACE. La clona sefialada con la flecha se crecid para purificar el plasmido y posteriomente
secuenciar el fragmento clonado. 1.2,3,4,5) productos del PCR de colonias blancas; P) banda
generada por una colonia azul correspondiente al piasmido sin fragmento (~ 237 pb); E) escalera; N)
blanco de reactivos. El tamafio del fragmento clonado fue de ~1037 pb.

Después de secuenciar con los oligos DI-9 y DI-10 se termin6 de caracterizar
la regioén 3’ no traducida del mensajero. Con la nueva secuencia se encontr6 que el
tamafio del fragmento faltante fue de 321 pb, el cual fue muy parecido al tamafio
esperado. En esta secuencia se corroboré que el tamafio de! fragmento Di-4/PA141
_ era de 810 pb. Después de alinear la secuencia encontrada con la secuencia de la
region SECIS reportada para el cDNA del rifién de tilapia, se identificd una posible
. secuencia SECIS. También se encontré ia sefal de poliadenilacién (Fig. 35). La
alineacién de la secuencia SECIS1 de tilapia y de F. heteroclitus y ia estructura
secundaria de ambas se muestra en la Figura 36.
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Resultados’

Dl-4
1 CGG?ACTTCG TGGACGTGGC GGACTTCCTG GTGGTCTACG TCGCCGAGGC CCATTCCACAR
GCCCTGARGC ACCTGCACCG CCTGAAGGAC CACCAGATGC AGCGGCTCCG GGTAAGGTGT
6l GACGGCTGGT CCTTTGGCAR CRACTTTGAC ATCCGTCAGC ACCGGAGCCT GGAGGACAGG
CTGCCGACCA GGAAACCGTT GTTGAAACTG TAGGCAGTCG TGGCCTCGGA CCTCCTGTCC
121 CTGTCTGCAG CGCGGATCCT GGTTCAGAAT GATCCCCTGT GTCCTGTGGT GGTGGATGAG
GACAGACGTC GCGCCTRGGAR CCAAGTCTTA CTAGGGGACA CAGGACACCA CCACCTACTC
-9
i81 ATGAGTAATG TCTCAGCCAT CAAGTATGCT GCTCAGCCTG AGAGGCTGTA'CGTGCTGCAQ
TACTCATTAC AGAGTCGGTA GTTCATACGA CGAGTCGGAC TCTCCGACAT GCACGACGTC
——
241 GCTGGARAGG TCCTTTATAA GGGGGCGATG GGCCCTTGGG CCTACAATCC ACAAGAGGTG
CGTCCTTTCC AGGAAATATT CCCCCGCTAC CCGGGAACCC GGATGTTAGG TGTTCTCCAC
301 CTTTCGTTCC TGCAGAAGAT GAGATAAGCT GAA TTG TTTTTTTTTT TTTACTGATC
GAARAGCAAGG ACGTCTTCTA CTCTATTCGA CTT C AARMADARDA AAATGASTAG
DI-10
36l ATCACCGAGR TTGGTGATTT TCGTAGTCGA TTTATTCTGT ATTCAGGTCA GTATCAATAT
TAGTGGCTCT AACCACTAAA AGCATCAGCT AAATAAGACA TAAGTCCAGT CATAGTTATA
421 ACCAGGCATG TTCTGTTAAA RAAARAARAC AAGGATTTAA ATAAARGTTGT ATCCATCCAT
TGGETCCGTAC AAGACAATTT TTITTTTTTG TTCCTAAATT TATTTCAACA TAGGTAGGTA
497 CAARARANAA AARARA

GTTTTTTTTT

JTTTTTY

Figura 34, Secuencia Parcial del Fragmento DI-4/PA141. | a zona sombreada indica la region que
faltaba secuenciar, la cual corresponde a la region 3’ no traducida del mensajero. En amarillo se
resaltan la secuencia, posicion y orientacion de los oligos DI-4, DI-9 y DI-10.

Subsecuentes 3' RACEs se realizaron para comprobar que la secuencia del

mRNA estuviera completa.

VIl - AMPLIFICACION HACIA EL EXTREMO §° DEL cDNA (5'RACE)

El extremo 5’ del mensajero se obtuvo por transcripcion reversa utilizando el oligo
especifico DI-5 y RNA total. Al RT resultante se le adicioné una cola de dCTP en el
extremo 3'. Este transcﬁto se utilizo como templado del primer PCR con los oligos
MCJ8/DI-5. El producto de esta reaccion se utilizé como templado del segundo
PCR utilizando ahora como iniciadores los oligos PA141/DI-6. En la Figura 37 se
muestra la electroforesis del producto del segundo PCR en un gef de agarosa en
donde se observan tres fragmentos amplificados . |
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Resultado

Di-4
5¢ -
1 . CGTCCGGGACTTCGTGGACGTGGCGGACTTCCTGGTGETCTACGTCGCCGAGGCCCATTC

. ¥V R D F VY DV ADTF LV V YV A E A H S

61 -~ CACAGACGGCTGGTCCTTTGGCAACAACTTTGACATCCGTCAGCACCGGAGCCTGGAGGA
T D G W 8§ F 6 N N F D I R Q HR S L E D

121 CAGGCTGTCTGCAGCGCGGATCCTGGTTCAGAATGATCCCCTGTGTCCTGTGGTGGTGGA
RLSAARILVQNDPLCPVVVD

_ D8 —
181 TGAGATGAGTAATGTCTCAGCCATCAAGTATGCT GCTCAGCCTGAGAGGCTGT,AQGTGCT:

E M S8 N V §$ A I K Y 2 2 ¢ P E R L Y V L

241 GCAGGCTGGARAGGTCTTTATAAGGGGGAGATGGGCCTTGGGCTACAATCCACARGAGGT
: Q A G KV F I RGRW®WA ATLTGTZTYNZ POQTE V

301 GCGTTCGGTCCTGCAGRAGATGAGATAAGCTGAAGEGGGTCACGCCACCAARGTGCTTTE
R S V L Q K M R *

361 CTGTGACGGTAGC‘CGCTTGG‘}:"FI_‘LAGGGG‘I&TG'I;ngTwTACTT%TAC@TGACCTGMSCTA
421 TACATGTGCTIGTACCACTITCCTATICTET, GAATCACAACAGCTGTTGTAGTTG%@

A l;l;';zségm i : mgm ; s
481 [CCARCTACACTCCCTTCTCGoCETCACECTOEECTCCTCCTITCACATARACEA

541 GCGCTGGARECCAGCTCTGLETTTCTTA:

601 GACCAGATAAGUCGARACACKNGGAACTCA NG T IO T T T AT ARG TG TGT
661 . TTTTTTTTTTTTACTGATCATCACCGAGATTGGTGATTTTCGTAGTCGATTTATTCTGTA
721 TTCAGGTCAGTATCAATATACCAGGCATGTTCTGTTAAAAARAARAARCAAGGATTTAAA
816 TAAAGTTGTATCCATCCATCARAAARAAAARAAR DI-10

3’

Figura 35. Secuencia Completa de Nucleétidos y de Aminoacidos del Fragmento DI-4/PA141.
En la region 3’ no traducida se resaita en azul la secuencia que corresponde al elemento SECIS. En
rojo se muestra la sefial de poliadenilacién. El sombreado gris indica la secuencia que faltaba para
completar la regién 3' no traducida de este mensajero. La posicion de los oligos (DI-9 y DI-10), con
los que se logro finalizar la secuencia del fragmento DI-4/PA141 se muestran en amarillo.

A. PCR PARA IDENTIFICAR CLONAS CON EL FRAGMENTO PA141/DI-6. Los
productos gel-purificados de los fragmentos de cDNA amplificados en el 5’RACE
(PA141/DI-8) se iigaron en pGEM-T y después de la transformacién, se eligieron 5
colonias blancas de cada una de los fragmentos para corroborar por PCR la
insercién de cada fragmento y su tamario. Los resultados se ilustran en Ia Figura
38, en donde se observa que el tamafo de los fragmentos amplificados en las
colonias 1 y 2 del primer fragmento corresponden a la amplificacién del plasmido
sin inserto; en la transformacién del segundo fragmento se observaron 4 colonias
positivas,; de las cuales las colonias 1, 2 y 3 se seleccionaron para su
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secuenciacion. De las dos colonias positivas obtenidas de la transformacion del
tercer fragmento se selecciond la colonia 1 para su secuenciacion (Fig. 39)

' %\ */c\f ,r‘ffh\c\n RN
\ ) \ ¢ u A A \ 3 A
v S
£ 1{'}‘1 X A (W)
™ 4 Mg ’ /
I o 8 N
. Ll L] -
N 8 I N
| | 1] N | ]
M A, i B
a—p “'\ 2/ C~—a A==t
] X N i
A B |} 0
6 ) (] o~ -
\2/ a—t (] | |
G—T l ‘ ‘/r”m"“\\ THT
7o '’ /M\\‘i f ‘\1 7
A <] M
SR S R A G T
\ / \-\ a \ a2 u\ ! f
n\a n/" ! C/u n\"\.n n/ n\a (n
F. heteroclitus  Tilapia Rata Humano

F. heteroclitus ATGACGGCTGCAGATGAAACCGCGAGGATCTGTGACCAGATA

Tilapia ATGACGGCTACAGATTAAACCTTAGCCTCTGGAGCCAGATGC
Rata ATGATGGTCACAGTGTAAAGTTCACACAGCTGTGACTTGATT
Humano ATGATGCTCACAGTGTAAMAGTTCACACAGCTGTGACTTGATA

100% 75% 50%
Figura 36. Comparacién de la Estructura Secundaria del elemento SECIS identificado en el

mRNA de F. heteroclitus con el de la tilapia, la rata y el humano. La alineacion de las
secuencias de nucleétidos de estas re;giones muestran las zonas consenso.
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E 2°
MCJ8 1#*PCR
—_—
——
DI-5
PAl4]
> 2°PCR
r—
l DI-6
Fmgmgnmii FRAGMENTOQ PA141/DI-6
Fragmento 2 o -
Fragmento 3
~ 564 pb

Figura 37. Productos Amplificados por el 5'RACE.

FRAGMENTOS
1° Vas 3

o ug €@ C

Figura 38. Prodhctos del PCR de Colonias con Fragmentos del 5’'RACE. Las flechas muestran
las colonias seleccionadas para su secuenciacion.

|
’

l - r
B. SECUENCIACION DE PLASMIDOS CON LOS FRAGMENTOS GENERADOS
POREEL 5'RACE. Después de purificar y desnaturalizar el plasmido de las colonias
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seleccionadas se prepararon las reacciones de secuenciacion, utilizando los oligos
M13 ff y‘ ROG34 del vector. Unicamente la colonia 1 del fragmento 3 present6 la
secuencia de la desyodasa tipo 1. Con esta reaccién se alcanzaron a secuenciar
400 pb desde el oligo DI-2 hacia el extremo 5" del mensajero en est.udio (Fig 39).

Posteriormente se mand6 sintetizar el oligo DI-7 y para confirmar la
secuencia anterior se volvié a sintetizar el cDNA por transcripcién reversa con el
oligo DI-5, en este caso en el primer PCR se utilizaron los oligos MCJ8/DI-6 y
PA141/DI-7 para el segundo. E! producto amplificado en el segundo PCR fue de
~400 pb. Este se purificé, se ligé y se utilizé para transformar células competentes.
La clona positva 5 con el fragmento. (PA141/DI-7) se prepar6 para su
secuenciacion con los oligos DI-7 y ROG34. La secuenciacion de este fragmento
nos permitié verificar el marco abierto de lecturay disefar el oligo DI-8 (Fig. 40).

5’.

61

121

181

241

301

361

3!

AAAMACCTCGC
TTTTGGAGCG

CCARGTTCAG
GGTTCAAGTC

CCTCCAGACT
GGTGGTCTGA

CTCACCTGTG
GAGTGGACAC

GACCGCTGGT
CTGGCGACCA

AGTTCAAGCA
TCAAGTTCGA

CCGAGGCCCA

CAGGAAGCTG
GTCCTTCGAC

CTACGAGGAC
GATGCTCCTG

ATGTGGCTGT
TACACCGACA

CACCGTGGAT
TCCAGFCCTA

TCTGAGTTTT
AGACTCAARA

GCTCGTCCGG
CGACGAGGCC

TTCCACAGAC

ATCCTGARAA

TGGGAGAARA

TAGGACTTTT

TGGGGCCTGA
ACCCCGGACT

CATTGGGACA
GTAACCCTGT

GGAGAGAGAA

LCCTCTCTCTT

GGARGCTGCA
CCTTCGACGT

GACTTCGTGG
CTGARAGCACC

GGCTGGTCCT

ACCCTCTTTT

CGTATGGATC
GCATACCTAG

AGAGGCGTTT
TGTCCGCAAA

CCAGCATCTG

GGTCGTAGAC

CCTGACCCCC
GGACTGGGGG

ACGTGGCGGA
TGCACCGCCT

<

AGTCACCATG
TCAGTGGTAC

RCCCAGAATC
TGGGTCTTAG

CCTTGCATTT
GGARCGTARA

GTTGGAGAAG
CARCCTCTTC

CAACTACCTG
GTTGATGGAC

GTTCATGTTC

CAAGTACARG

CTTCCTGGTG
GARGGACCAC

ATTARAGTTG
TAATTTCAAC

ACGCACCAGA
TGCGTGGTCT

AARGGCAACA

TPTCCGTTET
-

AAGCTCGGLG
TTCGAGCCGC

GTCTACGTCG
CAGATGCAGE

-

TTGGCAACAA

GGCTCCGEGT RAGGTGTCTG CCGACCAGGA AACCGTTGTT

o

-

DI-5

Di-6

Di-8

DI-7

Figura 39. Secuencia Parcial del Extremo 5’ del Mensajero. Las 400 pb indicadas aqui abarcan
desde la secuencia del oligo DI-2. Debido a que el tamafio del fragmento PA141/DI-7 es de ~400 pb
se supone que a esta secuencia sélo le faltan alrededor de 150 pb para completar el extremo 5.

Afpartir de la clona con el fragmento PA141/DI-7, se prepararon las
reacciones de secuenciacién con el oligo DI-8 y M13 ff. Con esta secuencia se
terminé de caracterizar el extremo 5’ del mensajero.

72



Resultados

En la Figura 41 se muestra la secuencia de nuclestidos completa del cDNA
obtenido después de analizar el conjunto de resultados de las amplificaciones de

los extremos 3’y 5' RACEs. .

‘La alineacion de la secuencia anterior con las secuencias de la regiones
SECIS 1y 2 reportadas en la tilapia se muestra en la Figura 42. |

En la Figura 43 se muestra la secuencia de aminoacidos deducida a partir
del cDNA clonado.

E 1I°
MCJ8 I°PCR
—
——
Di-6
PAl4]
2°PCR
A o —
l Di-7
FRAGMENTO PAL41/DI-7
~ 450 pb
E 1 2 3 4 5 6 N
‘B

Figura 40. Resultados del 5’RACE e Identificacién de Clonas con el Fragmento PA141/DI-7. En
el panel A se muestran los productos de! RT-PCR y en panel B el tamizaje de las colonias
seleccionadas. Se selecciond la colonia 5 para su secuenciacion.

73



Resultados

61
121
181
2#1
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
96l
1021
1081
1141
1201

1261

Figura 41. Secuencia de Nucledtidos del cDNA que Codifica para la D1 en el Higado F.

heteroclitus. Se muestra la posicion y orientacion de todos los oligos disefiados para su

ATTGTTGTAA
TAACAACATT

TTATCTGGCG
AATAGACCGC

TTTAAAAGTC
ABATTTTCAG

CACCATGACC

GTGGTACTGE |
4+— DI-§

TGCATTTATT
ACGTAAATAA

TGGAGAAGAC
ACCTCTTCTG

CARCTACCTG
GTTGATGGAC

CACGGGTGAG
GTGCCCACTC

GCAGCATGTA
CGTCGTACAT

CTCTCGCCAA
GAGAGCGGTT

CAGRATCCCA
GTCTTAGGGT

ARAGTTGCCT
TTTCAACGGA

GCACCAGACT
CGTGGTCTGA

AARGGCAACKH
TTTCCGTTGT

GTTCATGJ&E AAGCTCGGCG

CAAGTACANG

CITCCTGGTG
GARGGACCAC

| TTCGAGCCGS

GTCTACGTCG
CAGATGCAGC

4+— DI§

CTTTGACATC
GARACTGTAG

TCAGAARTGAT
AGTCTTACTA

GTATGCTGCT
CATACGACGA

GAGATGGGCC
CTCTACCCGG

AGCTGAAGCG
TCGACTTCGC

TTGTTTTTAC
ARCAARAATG

TATTCTCTGR
ATAAGAGACT

GGCTGCCCTG
CCGACGGGAC

AGTGACGGCT
- TCACTGCCGA

TGACAGCCCA
ACTGTCGGGT

GATTGGTGAT
CTAACCACTA

“+— DI-10
TGTTCTGTTA
ACAAGACAAT

AARRARAA
TTTTTTTT

secuenciacién.

CGTCAGCACC
GCAGTCGTGG

CCCCTGTGTC
GGGGACACAG

CAGCCTGAGA
GTCGGACTCT

TTGGGCTACA
AACCCGATGT

GGTCACGCCA
CCAGTGCGGT

TTCTTTACTT
AAGARATGAR

ATCACAACAG
TAGTGTTGTC

CTGCTTCCAG
GACGAAGGTC

GCAGATGAAA
CGTCTACTTT

GNGTTTGTTT
CNCAARCAAR

TTTCGTAGTC
AAAGCATCAG

AADRARDADR
TTTTTTTTTT

GAGGACGGGT
CTCCTGCCCA

TGTTCTGCTA
ACAAGACGAT

ACCTCGCCAG
TGGAGCGGTC

AGTTCAGCTA
TCAAGTCGAT

CCCAGACTAT
GGGTCTGATA

CACCTGTGGT
GTGGACACCA

GACCGCTGGT

R

‘AGTTCAAGCA
- TCAAGTTCGT

CCGAGGCCCA
GGCTCCGGGT

-~

GGAGCCTGGA
CCTCGGACCT

CTGTGGTGGT
GACACCACCA

5RLkS
GGCTGTACGT
CCGACATGCA

ATCCACARAGA
TAGGTGTTCT

CCARAGTGCT
GGTTTCACGA

GACCTGACTG
CTGGACTGAC

CTGTTGTAGT
GACAACATCA

ATAARACGAGG
TATTTGCTCC

CCGCGAGGAT
GGCGCTCCTA

ATGAAGTTGT
TACTTCAACA

GATTTATTCT
CTAARATAAGA

ACAAGGATTT
TGTTCCTAAR

TGTAGCGATG
ACATCGCTAC

CATTCTGGTT
GTARGACCRA

GAAGCTGATC
CTTCGACTAG

CGAGGACTGG
GCTCCTGACC

GTGGCTGTCA
CACCGACAGT

CACCGTGGAT
GTGGCACCTA

TCTGAGTTTT
AGACTCAARA

TTTCTGCAGA
ARAGACGTCT

CTGAGCGCCA
GACTCGCGGT

CTGAAARTGG
GACTTTTACC

GGCCTGACGT
CCGGACTGCA

TTGGGACAAG
ARCCCTGTTC

GGAGAGAGMA
CCTCTCTCTT
-1 —»

GGAAGCTGCA
CCTTCGACGT

-
GCTCGTCCGG DI&%\CTTCGTGG

CGAGCAGGCC

TTCCACAGAC
AAGGTGTCTG
DI-5

GGACAGGCTG
CCTGTCCGAC

GGATGAGATG
CCTACTCTAC

—
GCTGCAGGCT
CGACGTCCGA

GGTGCGTTCG
CCACGCAAGC

TTGTCTGTGA
AACAGACACT

CTATCTCTAC
GATAGAGATG

TCCTCGARACT
AGGAGCTTGA

TCTGCGCTGG
AGACGCGACC

CTGTGACCAG
GACACTGGTC

CTGAAGCACC

GGCTGGTCCT
CCGACCAGGA
-
TCTGCAGCGC
AGACGTCGCG

AGTARATGTCT
TCATTACAGA

GGARAAGGTCT
CCTTTCCAGA

GTCCTGCAGA
CAGGACGTCT

CGGTAGCCGC
GCCATCGGCG

ATGTGGTTGT
TACACCAACA

ACAGTGCGTT
TGTCACGCAR

AACCCAGCTC
TTGGGTCGAG

ATAAGGCGAR
TATTCCGCTT

TGTTTTTTTT
ACAAARDARR

GTATTCAGGT
CATAAGTCCA

AAATARAGTT
TTTATTTCAA

TTTTTRCTGA
AARRATGACT

CAGTATCAAT
GTCATARGTTA

GTATCCATCC
CATAGGTRAGG

AGTTGTTAGT
TCAACARTCA

CGCTGAATGT
GCGACTTACA

GAGAAARAGT
CTCTTTTTCA

ATGGGTCCCT
TACCCAGGGA

AGGCGTTTGT
TCCGCAAMRCA

CCAGCATCTG
GGTCGTAGAC

CCTGACCCCC
GGACTGGGGG

ACGTGGCGGA
TGCACCGCCT

TTGGCAACAA
ARCCGTTGTT
DI-2
GGATCCTGST
CCTAGGACCA

CAGCCATCAA
GTCGGTAGTT |

TTATARGGGG
AATATTCCCC

AGATGAGATA
TCTACTCTAT

TTGGAAGCCC
AACCTTCGGG

ACCACTTTGG
TGGTGAAARCC

GTCGCCCTCA
CAGCGGGAGT

TGCGTTTCTT
ACGCADAGHR

ACACAGGALC
TGTGTCCTTG

TCATCACCGA
AGTAGTGGCT

ATACCAGGCA
TATGGTCCGT

ATCADAADRAA
TAGTTTTTTT
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Fundulus D1
SECIS till
SECIS tilz

Fundulus Dl
SECIS till
SECIS tilz2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS$ til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS tilil
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS tilZ2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS tilZz

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus D1
SECIS till
SECIS til2

Fundulus DI

SECIS till

SECIS til2

Fundulus DL
SECIS till
SECIS til2

ﬂNCGATGTTTCTGCAGAAGTTGTTAGTTTATCTGGCGGCAGCATGTATGTTCTGCTACATTCTGGTTCTGAGCGCCACGC

laiGACAGCCCAGNGTTTGTTTATGAAGTTGTTGT’I"I"I‘T'I'I‘T'I‘TTTTAGTGATCATCACCGRGATTGGTGATTTT
S

C@TAGTCGATTTATTCTGTATTCAGGTCAGTATCAATATACCAGGCATGTTCTGTTAAAAAAAAAAAACAAGGATTTAAA

TAAAGTTGTATCCATCCATCARAARARARARARAR

1235

Figura 42. Alineacién del ¢cDNA de la D1 de F. heteroclitus con los Elementos SECIS
Identificados en el cDNA de la D1 de! Rifién de Tilapia.
b
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~

1 ATTGTTGTAACACGGGTGAGCAGGACGEGTTGTAGCGATGTTTCTGCAGAAGTTGTTAGT
1 ‘ M F L ¢ K L L V
61 TTATCTGGCGEGCAGCATGTATGTTCTGCTACATTCTGGTTCTGAGCGCCACGCTGAATGT
9 Yy L A AACMU POCYIUL VL SATTIL NV
'
121 TTTAARAGTCCTCTCGCCARACCTCGCCAGGAAGCTGATCCTGAAAATGGGAGANRRAGT
29 L K vV L S P N L 2 R KL I L KM G E K V
181 CACCATGACCCAGAATCCCARGTTCAGCTACGAGGACTGGGGCCTGACGTATGGGTCCCT
49 T M T O N P K F S Y E D W 6 L T ¥ G S L
241 TGCATTTATTAAAGTTGCCTCCCAGACTATGTGGCTGTCATTGGGACAAGAGGCGTTTGT
69 A F I K VA S Q T M W L 8 L G Q E A F V
301 TGGEAGAAGACGCACCAGACTCACCTGTGGTCACCGTGGATGGAGAGAGAACCAGCATCTG
89 ¢ E D A P D S 6PV V T VDG ET RT S I C
361 CAACTACCTGARAGGCAACAGACCGCTGGTTCTGAGTTTTGGAAGCTGCACCTGACCCCC
109 N ¥ L XK G N R P L V L 8 F & 8 C T * p P
421 GTTCATGTTCARGE TCGGCGAGTTCAAGCAGCTCGTCCGGGACTTCETGCACGTGGECGEA
129 - F M F KL GEPF K QUL VRUDTFV DV A D
481 CTTCCTGETGGTCTACGTCGCCGAGGCCCATTCCACAGACGGCTGGTCCTTTGGCARCAL
149 ' F L, Vv v Y Vv A E A H 8 T D G W 8 F G N N
541 CTTTGACATCCGTCAGCACCGGAGCCTGGAGGACAGGCTGTCTGCAGCGCGGATCCTGGT
169 F DI RQ HR S LEUDT RTULTSAARTITLYV
601 TCAGAATGATCCCCTGTGTCCTGTGETGETGGATGAGATCAGTAATGTCTCAGCCATCAR
189 .0 N D P L CP YV VvV V DEMSNUV.5 A I K
661 GTATGCTGCTCAGCCTGAGAGGC TG TACGTGCTGCAGGCTGGARAGGTCTTTATAAGGGE
209 Y A A Q P ERLY VL QAGZE KUVTF FTITRGE
721 GAGATGGGCCTTGGGCTACAATCCACARGAGGTGCGTTCGGTCCTGCAGARGATGAGATA
229 R W A L 6 Y N P Q E V RS VvV L 0 K M R *
781 AGCTGAAGCGGGTCACGCCACCARAGTGCTT TGTCTGTGACGGTAGCCGCTTGGAAGCCC
841 TTGTTTTTACTTCTTTACTTGACCTGACTGCTATCTCTACATGTGGTTGTACCACTTTGE
901 TATTCTCTGAATCACAACAGCTGTTGTAGTTCCTCGAACTACAGTGCGTTGTCGCCCTCA
961 GGCTGCCCTGCTGCTTCCAGATARRCGAGGTCTGCGCTGGRRCCCAGCTCTGCGTTTCTT
1021 AGTGACGGCTGCAGATGAAACCGCGAGCGATCTGTGACCAGATAAGGCGARACACAGGAAC
1081 TGACAGCCCAGNGTTTGTTTATGAAGTTGTTGTTTTTTTTTTTTTACTGATCATCACCGA
1141 GATTGGTGATTTTCGTAGTCGATTTATTCTGTAT TCAGGTCAGTATCAATATACCAGGCA
1201 TGTTCTGTTAAAARMAALRARNACAAGGATTTARATAAAGT TGTATCCATCCATCAARARARD
1261 AARAARAA

Figura 43. Secuencia de Nucledtidos y Secuencia de Aminoacidos Deducida del cDNA que
Codifica para la D1 en el Higado de F. heteroclitus. Se observa el codon que codifica para la
selenocisteina en la posicion 413415 en color fucsia. La secuencia SECIS de 72 nucledtidos se
resalta en azul. La sefial de poliadenilaciéon se muestra en rojo .
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La Figura 44 muestra un arbol que indica el porcentaje de identidad entre las
.secuenlcias de aminoacidos deducidas de los cDNAs reportados para la D1 en
otros vertebrados y la de F. heteroclitus.

100% ° 90% 80% 70% 60% 50% 4(:%
i | i i P [ 1

Fundulus

Tilapia

Gallo ? . —

-Perro

Humano

Rata Jpe— .

Ratdn ——

Figura’ 44. Porcentaje de ldentidad de la Secuencia de Aminoédcidos de la D1 de F,
heteroctitus con la Reportada en Otros Vertebrados. -

Enla Figura 45 se presenta la alineacion de las secuencias de aminoacidos
para las D1's reportadas en diferentes especies, con la obtenida en este trabajo.
Como ;se observa se encuentran conservadas varias zonas consenso en los
vertebr:ados. '

7.



Resultados

Fundulus
*Tilapia
Gallo
Perro

~Rata 777

Raton
Humano

Fundulus
*Tilapia
Gallo
Perro
Rata
Ratén
Humano

Fundulus
*Tilapia
Gallo
Perro
Rata
Ratodn
Humano

Fundulus
*Tilapia
Gallo
Perro
Rata
Ratén
Humano

i = it >t
WSTACMECYMLGKFLILVIERQ
VeREL T ETG UL STVYERTIMT

=WVE§5VAVQVAVGKM§L

JTIDEERT STCNYLKE
{[LIDREKTSISKILKE

8 CTPPRHVPOL
§EHS

239
240
237
235
240
240
240

247
248
245
244
257
257
249

Figura 45. Comparacién de la Secuencia de Aminoacidos de la Desyodasa tipo 1 de F. heterociitus con’la Reportada en Otros

Vertebrados

78




Resultados

247
248
245
244
257
257
249

a mmmmmma

J— .__.. T Y
_,- i—‘ -.‘
.— r— _._ .

L... L

. T
:mn =

PRI AT :'J . JH!H
BTN 2 4_@;5.*}_3& IIII-TI:HI

R O [ S . -
ﬂﬂﬁ@an‘fd
N ENES RN )

I‘l I I 8 I'

1@5&@1
I IEE

0 W= | ’L

frmg v—f ped bemd i ey

jd P OS NWTe NIdy W e

EQER (2 7 2 2

=

()
I 0 SRS S S SO T S I O N S

) 0 IIII

Jz‘f JEj

(.D(D(_D

R I

GKEMVIEL
LSVWMGKTMMI
QVAVG

[—|
i
> z Col s e
éﬁ@‘ e
s HH SIS : %“
£ [ lminsimi e
tn NS S aVlaY
] et (alpyal
Pp%i%%ﬁ SL=bslsls

E.[! LTJIE‘-?IEEI 2] IEE

n : 0 0 o v

28, | o Sa o 4a, o A, o

50800 oa 4o O O oo = e le) = o oo O O o o

T~ MmO @ T~ Y @O @ T 4 @O T4 H ©-O

SCE8bns Scgensd S0E8855 S6gsnss

li:_..'-k GV A Ae w !E--:: 4 sV a A o Zbe o Ei_wmmfxzm 5..'* PRy AR s Ao e s
|

78

Figura 45. Comparacion de la Secuencia de Aminoéacidos de la Desyodasa tipo 1 de F. heteroclitus con’la Reportada en Otros

Vertebrados



i
1
t
|
I

Por ultimo se comparé la hidrofobicidad de las secuencias de aminoacidos
‘de la D1 hepéatica del F. heteroclitus con la D1 del higado de rata y con la D1 del
riién de tilapia, en la Figura 46 se muestran los resultados de este analisis.
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Figura 46. Patr6n de Hidrofobicidad de la D1 de F. heteroclitus, Tilapia y Rata.
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| DISCUSION

.En el c¢cDNA clonado se. identificaron las caracteristicas estructurales
especificas del menséjero que codifica para la D1 en otros vertebrados. Como se
esquematiza en la figura 47, este cDNA tiene un tamafio de 1269 nucledtidos y
codiﬁéa para una proteiné de 247 aminoacidos. El codén de iniciacién se localiza
en la posicion 3840 en direccién 3'. La sefial de poliadenilacion AATAAA ocupa la -
posicién 1232-1237 en la regiéon 3’ no traducida. En el marco abierto de lectura
(ORF) se identificé el codén falso de paro (TGA) que codifica para la insercion del
amino4cido selenocisteina. El elémento SECIS, necesario para la recodificaciéon de
este codon durante la traduccién se encontré en la regién 3’ no traducida de!
mensajero a 224 pb en direccién 5' respecto a la sefial de poliadenilacion.

)
s A, B | ' C .
I - ' |

1 : _ 1269
)

ATG . TGA : TAA .

3840 413415 799-801 AATAAA 1232
5 . AAAAAA ¥

] 1008 - 1080 '
SECIS

e
D1t (247 AMINOACIDOS)

Figura 47. Esquema de las Caracteristicas Estructurales del cDNA Clonado. I) A, region 5' no
traducida; B, marco abierto de lectura (ORF) o regitn codificante; C, regién 3’ no traducida (3'UTR).
I) ATG, coddn de inicio de la traduccién; TGA codén falso de paro que codifica para ia insercion del
aminodcido selenocisteina (Se-Cys), TAA, coddn de paro de la traduccién; SECIS, secuencia para la
recodificacion de Se-Cys; AATAAA, sefial de poliadenilacion; AAAAA; cola de poli-A.

I. TAMANO DEL MENSAJERO

:EI cDNA aislado en esta tesis es hasta la fecha, el mas pequefio de los
cDNAs que se han reportado para la D1 (1269 nucleétidos). Las diferencias en el
'tamaﬁ;o inter-especie no son sorprendentes, y a la fecha, todos los ¢cDNAs que se
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han r;eportado para la D1 han mostrado diferentes tamafios. La longitud del cDNA
bésidamente ser modifica en el tamafio det extremo 3’ no traducido, ya que el
tamarto de la region codificante varia de 732 a 771 nucleétidos y el de ia region &'
no traducida entre 7 y 60 nucleétidos, (Cuadro 10).

Cuadro 10. Tamaio de los cDNAs Clonados para la D1 en Vertebrados.

REFERENCIA.  REGION 5 NO  MARCO ABIERTODE  REGION 3’ NO cDNA
TRADUCIDA LECTURA TRADUCIDA CLONADO
F. heteroclitus  cDNA dionado 37 741 491 1268
en este trabajo

Tilapia Sanders et al. 16 744 1641 2401
1997

Gallo Van der Geyten - 738 633 1371

et al. 1997
Perro. Toyoda et al. 40 732 . 738 1510
. 1994 |

Rata . Berry et al. 7 77 1322 2100
1991

Ratén Maia et al. 60 77 849 1680
‘ 1995

Humano " Mandel et al. 7 747 1467 2221
1992

El t@aﬁo esta expresado como nimero de nucledtidos en las regione:_-; especificadas

- También se han encontrado diferencias intra-especie_, como en el caso de
higado y de glandula mamaria de rata en donde se han clonado dos mensajeros
bara la D1 de diferente tamafio (2.1 y 1.6 kb); (Berry et al. 1991a; Navarro et al.
1997). Incluso, se han encontrado diferencias a nivel intra&&rgano. como en el
higado de la rata en donde se expresan ambos mensajeros para la D1 (1.6 y 2.1
kb) al reducir 50 % los requerimientos de selenio. Ademas, cuando este
oligoelemento se depleta completaménte de la dieta, s6lo se expresa el mensajero
corto (Berry & Larsen, 1992; DePalo, 1994). Inicialmente, fa presencia del
mensajero corto se interpreté como secundaria a la degradécién ‘del mensajero
largo; sin embargo, posteriormente se corroboré que los mensajeros cortos tanto de
la giéndula mamaria de rata (Navarro et al. 1997), como del higado de perro
(Toy:oda et al. 1994) y de ratén (Maia et al. 1995) son funcionales, aunque la
activfidad especifica de la D1 hepatica en estas especies es 10 veces menor a la
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actividéd hepatica en rata (Shoenmaker et al. 1992). Esto indica que el- tamario de
los rrienéajeros podria participaf en su regulacién y que es importante estudiar el
efecto que ejerce el tamaro de los mensajeros sobre su vida media y su velocidad

de recambio. _
Il. CODON DE INICIO DE LA TRADUCCION ATG

= El codén de iniciacién de la traduccién del cDNA de la D1 de F. heteroci'itué
se localiza en la posicion 38-40 en direccion 3'. El tamafio de la secuencia 5' no
traducida que antecede al codén de iniciacion es variable en los vertebrados en los
que se ha clonado el cDNA para estas enzimas (Cuadro 10).

La especiﬁéacién del lugar de inicio de la traduccién en una molécula de
mRNA estad determinada fundamentaimente por la proximidad a! extremo
“caperuza” 5' de la molécula. En este sitio la subunidad ribosémica pequefia se une
al mRNA e inicia fa bisqueda de un codén de iniciacién ATG. Los nucledtidos que
rodean inmediatamente al Jugar de inicio de la traduccidn influyen en la eficiencia
con que sera reconocido el codén ATG durante el proceso de busqueda (Alberts et
al. 1994).

Se ha reportado que la secuencia del extremo 5’ no traducida de algunos
mRNAs puede participar en el control de la traduccién. Este mecanismo de control
post-transcripcional se describié inicialmente para el mRNA de la ferritina al cual se
une una proteina represora de la traduccion en la region 5’ no traducible. Esta
proteina représora se disocia del mensajerc cuando se une al hierro. La liberacidon
del mensajero reactiva su traduccion y esto a su vez incrementa los niveles de
ferritina para que cumpla su funcién como reservorio de Fe. Asi, en condiciones de
deficiencia de hierro, el mensajero de la ferritina no se traduce (Alberts et al. 1994).

Se cree que el selenio podria actuar a traves de un mecanismo similar. En el
caso de la selenoenzima glutatién peroxidasa (GPO) se ha reportado que el aporte
del selenio regula la estabilidad de los mensajeros para esta enzima. La deficiencia
del s;elenio disminuye tanto la cantidad del mensajero como de la enzima GPO, sin
~ modificarse la taéa de transcripcién (Toyoda et al. 1990a). La disminucion del
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aporté de selenio disminuye la actividad D1 hepatica, asi como la concentracion
del rﬁensajero Iargo,' mientras que en la tiroides incrementan ambos, enzima y
mens'ajero (DePalo et al. 1994). La actividad D1 de la glandula tiroides es' mas
resistente a la deplecién del selenio y no se conoce el tamafio del mensajero en la

glandula.
. sEﬂAL DE POLIADENILACION

La sefal de poliadenilacion presente en el cDNA de la D1 de F. heteroclitus
es la secuencia AATAAA, localizada en la posicion 1232-1237 después del
eleménto SECIS. La presencia de esta secuencia corroboré que se habia
alcanzado el extremo 3' termina! del DNA complementario. De las sefiales de
poliadenilacién, el cDNA clonado presenté la que utiliza el 90 % de los mensajeros
hasta ahora conocidos (Manley, 1988), mientras que el cDNA de la D1 del higado
de perro, ratén, rata y tilapia presentan la sefial de poliadenilacion ATTAAA la cual
es utilizada por el 10 % de los mensajeros. El cDNA de la D1 de la rata presenta
dos seﬁales de pohademlacnén la primera es la secuencia ATTAAA y la segunda
es la seﬁal de pohadenliacnén menos utilizada (TATAAA). Whale y Keller (1992)
refieren que los mensajeros que utilizan las sefiales de poliadenilacion menos
frecuentes presentan maltiples sitios de poliadenilacién y esto regula la expresion
~dela proteina. La presencia de dos sefiales de poliadenilacion en la D1 de rata
sugiere que la primera sefial da lugar al mensajero corto. Por lo que la presencia
de sitios alternativos de po|iadéni|aci6n es unoc de los factores que podrian
participan en la regulacién de la expresién de la proteina.

. Ademas de los sitios alternativos de poliadenilacién, en la regién 3' UTR
existen otras secuencias que participan en la regulacion de la expresion mediante
vario$ mecanismos. Entre éstas se encuentran las secuencia's que modiﬁcaﬁ la
estabilidad del mensajero y las que afectan la iniciacion de la traduccion.

' , Los mRNAs inestables son ricos en secuencias AU debido a que estas
secuencnas aceleran la eliminacion de la cola de poli-A del extremo 3'. Otros
mRNAs son inestables porque contienen lugares de reconocimiento para

1
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endt:)nucleasas especificas que cortan el mRNA en sus regiones UTR 3. En el
cDNA de la selenoproteina tioredoxina reductasa se ha encontrado que en la
regién 3'UTR existen miltiples secuencias repetidas AU (AUUUA), que disminﬁyen
la estabilidad del mensajero debido a que se acelera la degradacién de la cola de
poli-A (Gasdaska, 1999). En el caso del mensajero de la D1 de F. helteroclitus no
encontrambs regirone‘s ricas en secuencias AU. '

| Se ha observado que el iﬁcremento en la longitud de las colas de poli-A
estimula notablemente la iniciacion de la traduccidén debido a que existen proteinas
de unién a la region poli-A que catalizan la entrada de la subunidad ribosémica
grande en el ribosoma. En el caso del mensajero para la hormona del crecimiento
se reporté que a mayor tamafio de la cola de poliadenifacion del mensajero es
mayor su estabilidad (Murphy et al. 1992). A la fecha no se conoce el efecto que
ejerce el tamano de las colas de poli-A de los mensajeros de las D1s sobre la
expresion de estas enzimas.

El elemento SECIS localizado en la regién 3'UTR de las selenoprdteinas
constituye un mecanismo de regulacién de fa expresion de estas moléculas, ya
que ;dirige la eleccién entre la incorporacién de selenocisteina o paro de la
traduccién. Debido al papel tan relevante en la regulacién de la expresion en las
desyodasas se describira mas adelante.

IV.CODON TGA QUE CODIFICA PARA Se-Cys

- Gracias a las técnicas de la .biologia molecular se sabe que las fres
desyodasas bioquimicamente identificadas pertenecen a una familia de
selenoproteinas  estructuralmente | relacionadas. Las selenoproteinas se
caracterizan por presentar uno 0 mas residuos del aminoacido selenocisteina en su
estructura. Todas las selenoenzimas identificadas a la fecha son oxidorreductasas y
el residuo Se-Cys ocupa el sitio activo. Este residuo es codificado por el codoén
TGA.El cod6n TGA es una de las sefales de paro de la traduccién mas utilizadas,
sin er:nbargo, los cDNAs que codifican para las selenoproteinas se caracterizan por
la pfesencia del coddn TGA dentro del marco abierto de  lectura. Para la

;
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recodificacién del codén de paro como un codon para insertar Se-Cys durante la
traduccién se requiere al elemento SECIS, el cual se discutird en detalle mas

adelante.

Uno de los hallazgo maés relevantes de este trabajo fue la identificacién del
codéon TGA en el cDNA clonado. En efecto, en el cDNA del higado de F.
heferoclitus el bodén TGA se identificé en el marco abierto de lectura y ocupa la
posicion 413-415 en direccién 3’ del mensajero completo. Después de la traduccién
de este codon la selenocisteina ocupa la posicién 126 en la secuencia de
amino4cidos (Fig 43). Cabe resaltar que la posicibn de este residuo esta
conservada en la D1 de la tilapia, el ratén, ia rata y el humano. La conservacién de
este rasgo en los cDNAs clonados para la D1 nos' demuestra su importancia

funcional.

Las secuencias de nucleétidos que flanquean al codén TGA codifican para
aminoacidos homélogoé en las D1s clonadas. Esto sugiere que son irﬁportantes
funcionalmente, ya que participan en la conformaci6n de la estructura tridimensional
del sitio activo de estas enzimas. Desde el punto de vista de la eficiencia de la
traduccién se ha visto que las secuencias que flanquean al triplete TGA no afectan
el reconocimiento por la secuencia SECIS.

V. SECUENCIA QUE RECODIFICA EL CODON PARA LA SELENOCISTEINA
DURANTE LA TRADUCCION (SECIS)

" Para el proceso de traduccion de las se!enop_rotei'nas se requieren multiples
componentes: a) tRNAs cargados coh Se-Cys (selenocisteil-tRNAS®), b) enzimas
que producen estos tRNAs y 3) un mecanismo de recodificacién del codon TGA
como una sefial para la insercion del residuo Se-Cys, entre otros. El mecanismo de
reconocimiento del coddén TGA en eucariotas lo constituye una regién conservada
(SECIIS) que se encuentra en la regién 3' no traducida de los mensajeros que
codifican a las selenoproteinas. Asi, esta secuencia forma una estructura
secundana plegada (tallo-horquillas) que interacciona con la selenocisteil- tRNAS® y
el nbosoma La caracterizacién funcional del elemento SECIS ha revelado que

1
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tant& la estructura primaria como la estructura secundaria de esta regién son
impdrtantes para su funcion. Las secuencias inmediatas al codon TGA no afectan al
reconocimiento. Tambien se ha identificado que para la dptima funcién de los
elementos SECIS son necesarios tres residuos de acido adenilico AAA en la
horquilla de! extremo superior por lo que se cree que es un sitio de interaccién con
la se'lenocisteil-tRNAS“. También se ha reportado que las secuencias conservadas
no apareadas ATGA y TGG" en el brazo 5’ y 3’ del tallo, afectan la funcién de este
sistema. Mediante mutaciones de esta regidn se ha demostrado que para la 6ptima
funcién de este elemento SECIS se requiere de una distancia minima respecto a la
posicion del codén UGA (Berry et al. 1991c; Berry et al. 1993b). En el cDNA de fa
D1 de rata la distancia entre el codéon UGA y el elemento SECIS es de 1.2 kb, pero

el elemento ftjnciona alin cuando la distancia se incrementa a 2.7 kb (Low & Berry,
1996). Con todo esto el mecanismo propuesto para la recodificacion del codon
UGAes a través de la formacién de un complejo formado por SECIS, selenocisteil-
tRNAIS‘ac y el ribosoma (Fig. 48). También se propone que este complejo debe
interaccionar 6on un factor de elongacién, ya que este componente es necesarid
para la traduccion de las selenoproteinas en procariotes.

~ EI cDNA de F. heteroclitus contiene una secuencia homologa a la secuencia
consenso SECIS en la regién 3' no traducida. Este elemento SECIS tiene un
tamario de 72 nucleétidos (1008-1080). A diferencia del cDNA de la D1 de titapia
que ;Sresentc') dos regiones SECIS, nosotros s6lo encontramos una region SECIS, .
como en el resto de las D1s clonadas hasta ahora. La presericia de dos regiones
.- SECIS también se ha reportado en otras selenoproteinas como la selenoproteina P
(Berry et al. 1993b). La alineacion de los elementos SECIS reportados en el cDNA
de tilapia con la secuencia completé del cDNA clonadd del higado de F. heteroclitus
revelé gue existe un elevado porcentaje de identidad entre estas secuencias
(85%), (Fig. 42). La comparacién de la estructura secundaria de la regién SECIS de
F. he'rteroclitus con la del humano, la rata y la tilapia predijo que este elemento
presenta un arreglo tipico de la SECIS forma 1 reportada para los cDNAs que
| cbdiﬁé:an la D1 en otros vertebrados (Fig..36 ). Es importante resaltar que tarﬁbién



i
] _
Discusion

se identificaron en esta secuencia los tres residuos de dacido poliadeniIiAco'
necesarios para la funcién de esta secuencia en la posicion 1041-1043 justo en la
horquilla mayor. La distancia entre la parte media del elemento SECIS y el codon
TGA fue de 630 pb. Ain cuando todos los hallazgos indican que la secuencia
SECIS del cDNA clonado lleva a cabo la funcién de recodificacion del codon TGA
durante la traduccién de este mensajero, la capacidad funcional de esta secuer;cia
SECIS no podra demostrarse hasta que se hagan estudios de expresion del
mensajero. '

Figura 48. Mecanismo Propuesto para la Incorporacién de la Selenocisteina. La estructura
secundaria del elemento SECIS y sus secuencias consenso interaccionan con el selenocisteil-
tRNAS®, este complejo-se pliega para alcanzar el ribosoma evitando asi que el codén UGA
interrumpa la traduccion y en vez de esto sea incorporada la selenocisteina.

VL. LA SELENOPROTEINA CLONADA ES UNA DESYODASA HOMOLOGA A.
LAS D1s DE OTROS VERTEBRADOS

A pesar de que las desyodasas no se han purificado, los recursos
metodolbgicog que ofrecen la bioquimica y la biologia molecular han permitido
establecer las principales propiedades funcionales, cinéticas y rhqleculares de estas
proteinas. Asi, a partir del andlisis de las secuencias de aminoécidos deducidas de
los cDNAs de las desyodasas se ha encontrado que existen tres tipos de estas

enzibas y esto concuerda con la observacién de los tres procesos cataliticos
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des:critos bioquimicamente. Ademas, a bartir de estos estudios y debido a su
estfecha refacion estructural y funcional se ha propuestb que estas enzimas
evolucionaron a partir de un gen ancestral com(n. En apoyo a lo anterior, el
porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos deducida del cDNA
clonado con todas las desyodasas reportadas a la fecha mostré que su refacion
estructural es mayor con las D1s (49 %), que con las D2s (34 %) o las D3s (33%)
(Fig: 44).

A. PRESENCIA DEL RESIDUO DE SELENOCISTEINA (Se-Cys). La comparacion
de la secuencia de aminoacidos de las D1s ha mostrado que en los diferentes
vertebrados existen grupos de aminoacidos conservados a lo largo de toda la
escala evolutiva. En este sentido, actualmente se han identificado los aminoacidos
que' pudieran tener un papel critico en la funcién de la D1. Entre estos, el
aminoacido selenocisteina ocupa el lugar mas relevante. En efecto, en la D1 de F.
heteroclitus se encontré el residuo Se-Cys en la posicién 126, el cual se encuentra
flanqueado por una secuencia de aminoacidos 100 % conservada en las Dis
(FGSCTXP). Lo anterior sugiere, que las interacciones entre ese grupo de
aminoacidos confieren las propiedades estructurales criticas para la funcion de la
enzima. En Ié Figura 49 se muestra la alineacién de la secuencia de aminoéacidos
del sitio catalitico de las Ds clonadas. Como se observa, ademas de que este grupo
de aminoacidos estd muy conservado en todas las desyodasas, resalta la
homologia entre las D1s de peces. También resulta interesante que el residuo de
prblina enfa bosicién 128 es homdlogo entre las D1s de peces y' las D2s y D3s. De
acuerdo con esto proponemos que el residuo de prolina que ocupa la posicién 128
en las D1s de peces podria ser el responsable de la baja sensibilidad de estas
enzimas a ser inhibidas por PTU, ya que como sabemos las D2s y D3s se
carai_:terizan bor ser poco sensibles a su inhibicion por este compuesto.
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DESYODASA TIPO 1

124 128

F. heteroclitus R PLVL SFGSTCT™*UPUPF
Tilapia RPLVLSFGSTCT* PPF
Gallo R PL I LNFGSTCT™*P S F
Rata R PLVLNVTFG ST CT™* P S F
Ratén R PLVLNVIFGSTCT™* P S F
Perro RPLVLNFGSTCT"* P SF
Humano R PLVLNUFG STCT * P S F.

DESYODASA TIPO 3
Humano R PL VLNUTFGSTGCT P P F
Rata R PLVULNTFGS ST CT P P F
Xenopus R PLVLNTFGS ST CT P P F

DESYODASA TIPO 2
F. heteroclitus R PLVVNTFGSA AT T™*PUPF
Pollo R PLVVNUTFGS SA AT * PP F
Ratén R PLVVNUTFGSAT™* P PF
Rata R PLVVNUTFGSAT*PZPF
Rana R PLVVNTEFGS S AT * P P F
Humano R PLVVNTEFGSAT™®* PP F

Figura 49. Secuencia de Aminoacidos del Sitio Activo de las Desyodasas tipo 1, 2y 3. La
posicién de la selenocisteina esta representada por un asterisco. En rojo se resaltan las diferencias
entre estas secuencias.

Como se ha sefalado la actividad de las desyodasas depende de la
presencia del residuo Se-Cys en el sitio activo. El significado fisiolégico de Se-Cys
quedo demostrado con la mutacién del codén TGA, por uno que codifica para la
cisteina (TGT). Los resultados de estos trabajos mostraron que la actividad de la
enzima mutante fue 90 % menor a la de la enzima nativa. Lo anterior indica que
aun cuando el grupo de aminoacidos del sitio activo son importantes para la funcion
de estas enzimas, el residuc Se-Cys es indispensable para que las desyodasas
sean activas cataliticamente.

B. PRESENCIA DE LAS CISTEINAS EN LAS POSICIONES 124 Y 194. Se ha
.demostrado que los residuos de cisteina en las proteinas participan en la funcién de
estas biomoléculas ‘porque pueden proporcionar un atomo de azufre nucleofilico o
alterar la conformacién de la proteina mediante la formacién de enlaces disulfuro.
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Las Hesyodasas presentan 6-7 residuos de cisteina de los cuales la Cys'?*y Cys'™
son";as mas conservadas. Debido a que en todas las D1s y D3s clonadas esta
conservado el residuo de cisteina localizado a dos residuos del extremo amino de
la Se-Cys (Cys'*), se realizaron estudios de mutagénesis encaminados a analizar
el efecto de la posicion de este aminoacido sobre la actividad de estas enzimas.
Debido a que en las D2s esta posicién esta ocupada por un residuo de alanina se
construy6 la mutante Cys'*Ala. La Km y Vmax de la enzima mutante in vitro
fueron menores y fue menos sensible a la inhibicién por PTU (Sun et al.. 1997). -
Posteriormente se demostré que la mutacién Cys'?*Ala y Cys'Ala afecta las
caracteristicas cinéticas de la actividad 5'D1 en los ensayos in vitro. Los efectos de
estas mutantes en homogenados son complejos y dependen del cofactor
empleado, estos efectos son alin mas notables cuando se utilizan como cofactores
el glutation o la tioredoxina. La funcién de estas mutantes no se alteré in vivo, por
lo que se llegé a la conclusion de que los residuos de cisteian en la posicion 124 y
194 no determinan catalitica o estructuralmente la actividlad de esta enzima
{Croteau et al. 1998).

En la D1 de F. heteroclitus se encuentran conservadas las cisteinas de la
posicién 124 y 194. Aunque se ha reportado que no tienen importancia funcional in
vivo (Croteau et al. 1998), es ihteresante que estas cisteinas estén conservadas en
todas las D1s clonadas. Para nosotros este dato constituy una evidencia mas que
identifica a nuestra proteina como una D1.

C. PRESENCIA DE LOS RESIDUOS DE HISTIDINA EN LAS POSICIONES 158 Y
174. Otros residuos de aminoacidos que parecen ser esenciales para la actividad
D1 son las histidinas en las posiciones 158 y 174 (Berry, 1992). Estas histidinas
estan cercanas al sitio activo (Se-Cys) y son esenciales para la unién al substréto.
La D1 posee otro residuos de histidina en la posicion 185 pero no participa en la
desy?dacién, ya que su remocion no tiene efecto en la actividad de la D1. Con los
estudios de mutagénesis se encontré que la remocién de la histidina 158 dio como
resultado una-proteina totaimente inactiva. Lo anterior sugiere que este residuo
juega: un papel muy importante en la catélisis 0 en la conformacién de la enzima
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(Berll'y, 1992). Los compuestos que reaccionan con histidinas como el rosa de
bendala y el dietilpirocarbonato (DEPC) también inhiben la actividad ORD {Mol et
al. 1984). El cambio de la histidina 174 por asparagina o glutamina aiter6 la
reactividad por el substrato y redujo la inhibicién por el DEPC y por el rosa de
bengala, indicando que este residuo es critico para la desyodacién..

 La D1 de F. heteroclitus también presenté los residuos de histidina en la
posicion 158 y 174. Esto apoya la relevancia fisiolégica de estos residuos.

D. PRESENCIA DE LA FENILALANINA EN LA POSICION 65. La D1 de perro
difiere de las D1s de rata y humano debido a que exhibe una ORD baja para rTs.
Este dato hizo que se evaluaran las diferencias estructurales entre las D1s
conocidas con la del perro. -La D1 hepatica del perro tiene una Km para la rT; 25
veceé menor que fa del humano y sd especificidad por el sustrato es
T38(IRDj>T2$(0RD)>>rT3(ORD) >T4~T3(IRD). La especi'ﬁcida'd por el sustrato de la
D1 de humano es rT3(ORD)>>T2S(ORD)=T4T3(IRD). Entre las diferencias en la
estructura primaria de estas enzimas se encontré que en la D1 de rata y la de
humano existe un residuo de Phe en la posicién 65, mientras que en la D1 del
perro'“ esta posicién estd ocupada por una leucina (Fig 45). El analisis por |
inutagénesis demostré que esta Phe en la posicion 65 de la D1 de rata y humano,
es ia que confiere especificidad para catalizar preferencialmente a la rTs (Toyoda
et al. 1994). En la D1 de F. heteroclitus el amiﬁoécido en la posiciéon 65 es una
tirosina. Esto’'es distinto a la leucina del perro y a la fenilalanina del resto de las
D1s. Asi, la D1 del higado de F. heteroclitus y del higado de perro son las lnicas
D1s que no p}esentan el amino&cido Phe en la posicién ‘-65. A la fecha no se
conoce el efecto que esta diferencia podria tener en la especificidad de la D1 de F.
heterociitus ya que, aun no se ha evaluado su actividad utilizando como substratos
a las tironinas sulfatadas T3S y T,S. Sin embargo, se sabe que la D1 hepatica de
F. hetéroclitus fiene una Km para rT3 5 veces menor que la reportada en mamiferos
(Orozc::o, 1997). '

E. ANALISIS DE HIDROPATIA. El analisis de hidropatia de la secuencia de
aminoacidos de las D1s ha mostrado que en el extremo amino terminal se

H
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encqentfa una region hidrofébica de aproximadamente 35 aminoacidos que indica
la pc}sicién de las porcién transmembranal que atraviesa la bicapa lipidica. Esta
secuencia inibia entre los aminoacidos 11-12 y termina entre !os aminoacidos 34-
39. La comparacion del analisis de hidropatia de la D1 de F. heteroclitus con la D1
de rata y la'D1 de tilapié mostré primeramente que existe gfan similitud en la
distribucién de tendencias del caracter hidrofébico e hidrofilico de estas cadenas

polipeptidicas (Fig. 46).
Vii . EL HIGADO DE F. heteroclitus EXPRESA LA DESYODASA TIPO 1

La desyodacién periférica de las hormonas tircideas en mamiferos y en btros
vertebrados ha sido uno de los tépicos mas estudiados de la fisiologfa tiroidea
durante los Gltimos 20 afios. Los resultados de estos estudios han revelado la
importancia fisiologica de estas vias metabélicas fundamentales en la regulacién
de la bioactividad de las hormonas tiroideas. Asi, a la fecha se ha completado la
caracterizacion de las propiedades bioquimicas de estas enzimas en mamiferos.
Los estudios en otros vertebrados han mostrado ciertas discrepancias debido a la
falta :de estandarizacién de las condiciones de ensayos, pero lo que si es
consistente es la relevancia fisiolégica y la conservacién de estas enzimas a lo
largo de la evolucion. La disponibilidad de técnicas de biologia molecular ha
permitido iniciar el estudio de la estructura rﬁolecular basica de estas enzimas y de
los factores qUe regulan su expresion. ‘

. Los _ estudios de la’ desyodacion en peces también han resaltado la
relevancia fisiolégica de estas enzimas en esta clase de vertebrados. La
caracterizacién bioquimica inicial de las vias desyodativas en peces mostrd
resultados contradictorios. Esto impulsé su reevaluacién. En este replanteamiento
se estandarizaron las condiciones de los ensayos de la via ORD y asi, Orozco y
col. encontraron que en el higado de la trucha arcoiris (1997) y el F. heterociitus
(ZOOQ) se expresa actividad desyodativa D1y D2. A partir de este hallazgo, el
higado de estos peces se constituye en un excelente modelo para continuar con el
estudio de la regulacién de estas enzimas. En este contexto, de los vertebrados
estud;;ados, el higado de peces es el Unico que co-expresa la D1 y la D2. Fuera de
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este érgano de peces, sélo la hipéfisis de rata presenta esta expresion. Asi, en
este trabajo se cloné y caracterizé un cDNA que de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales corresponde a un mRNA que codifica para la D1 en el higado de F.
heteroclitus.
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Los hallazgos méas importantes de la presente tesis son los siguientes:

1. El cDNA clonado presenta el codon 'TGA que codifica para la selenocisteina en

el marco abierto de lectura.

2. Ei cDNA clonado presenta la secuencia para la insercién del aminoacido
selenocisteina (SECIS) en la regién 3’ no traducida.

3. La secuencia de aminoacidos deducida del cDNA clonado muestra un 48 % de
identidad con las secuencias de aminoacidos de las D1s del resto de los

vertebrados estudiados.

4. Los residuos de histidina esenciales para la actividad de la enzima estan

presentes en las posiciones 158 y 174.
Por todo |6 anterior podemos concluir que:
EL HIGADO DE Fundulus heteroclitus EXPRESA LA DESYODASA TIPO 1

ESTA PROTEINA ES UNA SELENOENZIMA HOMOLOGA A LAS D1s DEL
RESTO DE VERTEBRADOS
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Como se ha mencionado antes, este trabajo forma parte de un proyecto mas
amblib encaminado al estudio de la regulacién de las desyodasas, utilizando como
modelo el higado de algunos teledsteos. Para avanzar hacia esta meta, a partir de
los resultados obtenidos en esta tesis se pretenden alcanzar los siguientes
objetiyés a rhediano plazo:

1. Continuar con la caracterizacion funcional de la enzima clonada en este trabajo.
Para este fin se clonara el D1-cDNA en un vector disefado para la expresion de
pfoteinas en ovocitos de Xenopus laevis. Se evaluard la actividad desyodativa |
de la proteina traducida en homogenados de ovocitos. Una vez comprobado
que se tiene clonada una enzima D1 funcional, se determinaran sus parametros
cinéticos y se compararan con los reportados en homogenados de higado de F.
heteroclitus.

2. A partir de los resultados de la caracterizacion bioquimica se hara una
'construccién para evaluar el efecto del residuo de prolina en !a posicién 128
(P'%®), sobre la sensibilidad de este enzima a la inhibicién por PTU. Para
avanzar en el conocimiento de las relaciones estructura-funcion de estas
enzimas se determinara si la inéensibilidad de la D1 de F. heteroclitus esta

P'®, ya que en las D1s el residuo de la posicion 128 lo ocupa

, determinada por
una serfina’'(S). Por esta razén se hara la mutacion P'2S y después de expresar
esta mutante se determinara si se altera su sensibilidad al PTU, respecto a la

enzima nativa.

3. También se pretende realizar el anatisis de northern blot utilizando como sonda
el D1-cDNA cionado. El objetivo de este analisis sera verificar el tamafio del
m‘:ensajero clonado y su expresion en el higado de F. heferociitus. Ademas,
evaluaremos la regulacion de la expresion del mensajero de la D1. Entre los -
fa’ctores que nos interesa probar estan algunos medioambientales (temperatura,
sélinidad) y fisiolégicos (ayuno y HT).

a5



; , REFERENCIAS

Aceves C y Vaiverde-R C. 1989. Type |, 5-monodeiodinase activity in the lactating
mammary gland. Endocrinol. 124, 2818-2820.

Aceves C, Pineda O, Ramirez-C |, Navarro ML y Vaiverde-R C. 1999. Mammary type |
deiodinase is dependent on the sucklmg stimulus: differential role of norepinephrine and
prolactm Endocrinol. 140, 1-6

Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K y Watson JD. 1994. Biologla Molecular de la
Céiula. (pp. 494-497). Barceiona: Ediciones Omega.

Ball JN. 1981. Hypotalamic control of the pars distalis in fishes, amphibians and reptiles.
Gen. Comp. Endocrinol. 44, 135-170.

Baxter J y Funder J. 1979. Hormone receptors. N. Engl. J. Med. 301, 1149-1156.

Becker KB, Schneider MJ, Davey JC y Galton VA. 1995. The type Hll deiodinase in Rana
catesbeiana tadpoles is encoded by a thyroid hormone-responsive gene. Endocrinol. 136,
4424-4431.

Behne D, Kyriakopoulos A, Meinhold H y Koéhre J. 1990. Identification of type |
iodothyronine 5-deiodinase as a selenoenzyme. Biochem. Biophys. Res. Comm. 173,
1143-1149. -

Bentley PJ. 1998. Comparative Vertebrale Endocrinology. (p. 31). Cambridge UK:
Cambridge University Press.

Berry MJ. 1992. identification of essential histidine residues in rat type 1 |odothyromne
deiodinase. J. Biol. Chem. 267, 18055-18058.

Berry MJ y Larsen PR. 1992. The role of selenium in thyroud hormone action. Endocrin.
Rev. 13, 207-219.

Berry MJ, Banu L y Larsen PR. 1991a. Type | iodothyronine deiodinase is a
selenocysteine-containing enzyme. Nature 349, 438-440.

Berry MJ, Kieffer JD, Hammey JW y Larsen PR. 1991b. Selenocysteine confers the
biochemical properties of type | |odothyron|ne deiodinase. J. Biol. Chem. 266, 14155-
14158. ‘

Berry MJ, Banu L, Chen Y, Mandel SJ, Keiffer JD, Harhey JW y Larsen PR. 1991c.
Recognition of UGA as a selenocysteine codon in type | deiodinase requires sequences in -
3’ unstranslated region. Nature 353, 273-276.

Berry MJ, Grieco D, Taylor BA, Maia AL, Kieffer JO, Beamer W, Glover E, Poland A y
Larsen PR. 1993a. Physiological and genetic analysis of inbred mouse strains with a type
1 iodothyronine §' deiodinase defect. J. Clin. Invest. 92, 1517-1528.

Berry MJ, Banu L, Harmey JW y Larsen PR. 1993b Functional characterization of the
eucaryotic SECIS elements wich direct selenocysteine insertion at UGA codons. EMBO J.
12, 3315-3322.

Biddisl‘combe S e Idler DR. 1983. Plasma levels of thyroid hormones in sockeye salmon.
(Oncorhynchus nerka). Decrease before spawning. Gen. Comp. Endocrinol. §2, 467-470.

| .
Bromage NR. 1975. The effects of mammalian thyrotropin-releasing hormone on the
pituitary-thyroid axis of teleost fish. Gen. Comp. Endocrinol. 25, 292-297.
t



Brown SB, Maclatchy DL, Hara TJ y Eales JG. 1991. Effects of cortisol on aspects of
3,5,3 -triiodo-L-thyrionine metabolism in rainbow trout (Oncorhynchus myk!ss) Gen.
Comp. Endocrinol. 81, 207-216.

Buettner C, Hamey JW y Larsen PR. The 3'-untranslated region of human type 2
iodothyronine deiodinase MRNA contains a functional selenocysteine insertion sequence
element. J. Biol. Chem. 273, 33374-33378.

Byamungu N, Comielle S, Mol K, DarrasVy Kihn ER. 1990. Stimulation of thyroid functlon
by several pltmtary hormones results in an increase in plasma thyroxine and reverse
triiodothyronine in tilapia (Tilapia milotica). Gen. Comp. Endocrinol. 80, 33-40.

Byamungu N, Mol K y Kihn ER. 1992, Evidence for the kidney as an important resource of
5-monodeiodination activity and stimulation by somatostatin in Oreochromis niloticus.
-Gen. Comp. Endocrinol. 88, 159-208.

Clarke DJ, Burchell B y George SG. 1992. Functional and inmmunochemicat comparison of
hepatical UDP-glucuronosyltransferases in a piscine and a mammalian species. Comp.
Biochem. Physiol. 102B, 425-432.

Croteau W, Whittemore St, Schneider MJ y St. Germain DL. 1995. Clontng and expression
of a cDNA for a mammalian type {il iodothyronine deiodinase. J. Biol. Chem. 270, 16569-

16575.

Croteau W, Davey JC, Galton VA y St Germain DL. 1996. Cloning of the mammalian type H
iodothyronine deiodinase: A selenoprotein differentially expressed and regulated in the
human brain and other tissues. J. Clin. Invest. 98, 405-417. :

Croteau W, Bodwell JE, Richardson JM y St Germain DL. 1998. Conserved cysteines in the
type | deiodinase selenoprotein are not essential for catalytic activity. J. Biol. Chem. 273,
25230-25236.

Cyr DG, MaclLatchy DL y Eales JG. 1988. The influence of short-term 17-B-estradiol
treatment on plasma T3 levels and in vitro hepatic T4 5’-monodeiodinase activity in
immature rainbow trout, Salmo gairdneri. Gen. Comp. Endrocrinol. 69, 431-438.

Chan HH y Eales JG. 1975. ldentification of iodoamino acids in the plasma and bile of brook
trout, Salvelinus fontinalis (Mitchill). Can..J. Zool. 53, 97-101.

Chomczynski P y Sachi N. 1987. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 162, 156-159.

Chopfa IJ, Salomon DH, Chopra V, Yung WS, Fisher DA y Nakamura Y. 1978. Pathways
of metabolism of thyroid hormones. Rec. Prog. Horm. Res. 34, 521-532.

Chobra IJ. 1996. Nature, source and relative significance of circulating thyroid hormones.
En: Braverman LE, Utiger RO (Eds.), Warmer and Ingbar’s The Thyroid: A Fundamental
and Clinical Text. (pp. 111- -124). Philadelphia: Lippincott-Raven. -

Davey JC, Becker KB, Schneider MJ, St Germain DL y Galton VA. 1995. Clon:ng of a cDNA
for the type Il iodothyronine deiodinase. J. Biol. Chem. 270, 26786-2678S.

Davey JC, Schneider MJ, Becker KB y Galton VA, 1998. Cloning of a 5.8 kb cDNA for a
mouse type 2 deiodinase. Endocrinol. 140, 1022-1025.

Davis PJ. 1991. Cellular actions of thyroid hormones. En: Braverman LE, Utiger RD (Eds.),
Wamer and Ingbar's The Thyroid: Fundamentaf and Clinical Text (pp. 190-203).
Ph:ladelph;a Lippincott-Raven.

97



Davis PJ y Davis FB. 1996. Nongenomic actions of thyroid hormone. Thyroid 6, 497-504.

Dedroot Leslie J y Taurog Alvin. 1979. Secretion of thyroid hormone. En: DeGroot LJ,
Cahill GF, Odell WD, Martini L, Potts JT, Nelson HD, Steinberg E y Wmegrand AL. (Eds.),

Endocnnology (pp.343-347). USA: Grune & Straton.

DelLuze A, Leloup J, Papkoff H, Kikuyama S y Kawauchi H. 1989. Effects of vertebrate
prolactins and growth hormones on thyroxine 5'-monodeiodination in the eel (Anguilla
anguilla). a potential bioassay for growth hormone. Gen. Comp. Endocrinol. 73, 186-193.

DePalo D, Kinlaw WB, Zhao C, Engelberg-Kulka H y St Germain DL. 1994. Effect of
selenium deficiency on type | 5'-deiodinase. J. Biol. Chem. 269, 16223-16228.

Dickhoff WW, Folmar LC y Gorbman A. 1978. Changes in plasma thyroxine during
smoltification of coho salmon, Oncorhynchus kisutch. Gen. Comp. Endocrinol. 36, 229-
232. .

Docter R y Krenning EP. 1990. Role of cellular transport system in the reguiation of thyroid
hormone bioactivity. En: Greer MA (Ed.), The Thyroid Gland. (pp. 233-254). New York:
Raven Press.

Dutkiewicz M, Witeska A y Naumann A. 1995. The deiodination of thyroxine to
triiodothyronine in the testes of patients with prostate cancer. Int Urol. Nephrol. 27, 81-
85.

Eales JG. 1972. Radiothyroxine metabolism in several freshwater teleost fishes. Can. J.
Zool. 50, 623-631. '

Eales JG. 1979. Comparison of L-thyroxine and 3,5,3"-triiodo-L-thyronine kinetics in fed and
starved rainbow trout. Salmo gardnieri. Gen. Comp. Endrocrinol. 45, 167-174.

Eales JG y Brdwn SB. 1993. Measurement and reguiation of thyroidal status in teleost fish..
Rev. Fish Biol, 3, 299-347.

Eales JG y Finnson KR. 1991. Response of hepatic thyroxine 5’-deiodinase of rainbow
trout, Oncorhynchus mykiss, to chronic ingestion of 3,5,3 -triiodo- L-thyron:ne J Exp.
Zool 257, 230-235.

Eales JG y Himick BA. 1988. The effects of TRH on plasma thyroid levels of rainbow trout
. (Salmo gardnieri) and artic charr (Salvelinus alpinus). Gen Comp. Endocrinol. 72, 333-
339. ,

Eales JG y Shostak S. 1985. Free T, and T, in relation to total hormone, free hormone
indices and protein in plasma of rainbow trout and artic charr. Gen. Comp. Endocrinol. 58,
291-302.

EnglerDy Burger AG. 1984. The deiodination of the iodothyronines and their derivates in
man. Endocr. Rev. 5:151-184.

Escobar F, Escobar H y Morreale G. 1992. Fisiologia del tiroides. En: Tresguerres JAF.
(Eds.), Fisiologfa Humana. (pp. 947-970). Espafia: McGraw Hill-Interamericana.

Evans DH. 1993. The Physiology of Fishes. (p. 479). Boca Raton FLA: CRC Marine
Science Series.

Everts ME, Docter R, Moerings EPCM, van Koetsveld PM, Visser TJ, De Jong M, Krenning
EP y Hennemann G. 1994. Uptake of thyroxine in cultured anterior pituitary cells of
euthyroid rats. Endocrinol. 134, 2490-2497.




Fenton B, Orozco A y Valverde-R C. 1997. Kinetic characterization of skin inner-ring
deiodinative pathway and its correlation with circulating level of reverse tri-iodothyronine in
developing rainbow trout. J. of Endocrinol. 154, 547-554.

Finnson KW, Mc!.eese M y Eales JG. 1999. Deiodination and deconjugat:on of thyroid
hormone conjugates and type | deiodination in liver of rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss. Gen. Comp. Endocrinol. 115, 387-397.

Gasdaska JR, Hamey JW, Gasdaska PY, Powis G y Berry MJ. 1999. Regulation of human
thioredoxin reductase expression and activity by 3'-untranslated region selenocysteine
insertion sequence and mRNA instability elements. J. Biol. Chem. 274, 26379-25385.

Gereben B, Bartha T, Tu HM, Harney JW, Rudas P y Larsen PR. 1999. Cloning and
expression of the chicken type 2 iodothyronine 5'-deiodinase. J. Biol. Biochem. 274,
13768-13776.

Goémez VE, Bolafios F y Valverde RC. 1990. Tiroides. En: Malacara JM, Garcia VM y
Valverde-R C (Eds.) Fundamentos de Endocrinologla. Mexico: Salvat.

" Gorbman A. 1969. Thyroid functions and its control in fishes. En: Fish Physiology, Velumen
il. (pp. 241-271). New York: Academic Press.

Gorbman A y Hyder M. 1973. Failure of mammalian TRH to stimulate thyroid function in the
lungfish. Gen. Comp. Endocrinol. 20, 588-589.

Gorbman A y Bem HA. 1983. A TextBook of Comparative Endocrinology New York: John
Wiley and Sons.

Goswani VA y Rosenberg IN. 1988. Effects of gluthathione on iodothyronine 5’ deiodinase
activity. Endocrinol. 123, 192-202.

Grace de Jesus E, Hirano T e inui Y. 1991. Changes in cortisol and thyroid hormone
concentrations during early development and metamorphosis in the Japanese flounder
Paralichthys olivaceus. Gen. Comp. Endocrinol. 82, 369.

Grau GE, Dickhoff WW, Bem HA y Folmar LC. 1981. Lunar phasing of the thyroxine surge
preparatory to the seaward migration of salmonid fish. Science 211, 607-609.

Grau GE, Helms LM, Shimoda SK, Ford CA, LeGrand J y Yamauchi K. 1986. The thyroid
gland of the Hawaiian parrot-fish and its use as an in vitro model system. Gen. Comp.
Endocrinol. 61, 100-108.

Guyton Arthur C. 1992. Tratado de Fisiologia Médica. (pp 867-871). Espafia: McGraw-Hill-
‘Interamericana.

Hashimoto H, Igarashi N, Miyakawi T y Sate T. 1895. Effects of tumor necrosis factor-alpha,
interleukin-1 beta, and interleukin-6 on type | iodothyronine 5'-deiodination in rat thyroidal
cell line FRTL-5. J. Interfer. Cyto. Res. 15, 367-375.

Higgs DA y Eales JG. 1977. Influence of food deprivation of radiothyronine and radioiodide
kinetics in yearling brook trout, Salvelinus fontinalis (Mitchill), with a consideration of the
extent of L-Thyroxine conversion to 3,5,3-triiodo-L-thyronine. Gen Comp. Endocrinol. 78,
29-40.

. Hove VD y Broucke MF. 1980. Secretion of thyroid hormone. En: Visscher MD (Ed.), The
Thyroid {pp. 61-79). New York: Raven Press.

|




Inui Y Tagawa M, Miwa S y Hirano T. 1989. Effects of bovine TSH on the tissue thyroxine
level and metamorphosis in prometamorphic flounder larvae. Gen. Comp. Endocrinol. 74,

68-76.

Ishii H, Inada M, Tanaka K, Mashio Y, Naito K, Nishikawa M, Mtsuzuca F, Kuma K e [mura
H. 1983. Induction of outer and inner ring monodeiodinases in human thyroid gland by
thyrotropin. J. Clin. Endocrinol. Metab. 57, 500-505.

Jakobs TC, Schumtzler C y Kahrle J. 1995. Identification of a T3 responsive element in the
upstream regulatory reglon of the hyman type | 5'-deiodinase gene Thyroid 5, S130
(Abstract).

Jakobs TC, Koehler MR, Schumtzler C, Glaser F, Schmid M y K&hrle J. 1997. Structure of
the human type | iodothyronine 5'-deiodinase gene and localization to chromosome 1p32-
p33. Genomics 42, 361-363.

Kaplan MM y Utiger RD. 1978. lodothyronine metabolism in rat liver homogenates. J. Clin.
invest. 61, 459-471.

Kaplan MM. 1980. Thyroxine 5°-monodeiocdination in rat anterior pituitary homogenates
Endocrinol. 106, 567-576.

Kaplan MM. 1984. The role of thyroid hormone deiodination in the regulation of
hypotalamus-pituitary function. Neuroendocrinol. 38, 254-260.

Kéhrle J. 1990. Thyrotropin (TSH) action on thyroid hormone deiodination and secretion:
one aspect of thyrotropin regulation of thyroid cell biology. Hom. Metab. Res.
23(Suplemento), 18-28.

Kéhrle J. 1996. Thyroid hormone deiodinases: selenoenzyme family acting as gate keepers
to thyroid hormone action. Acta Med. Austriaca 23, 17-30.

Kshrie J. 1999. Local activation and inactivation of thyroid hormones: the deiodinase family.
Mol. Cell Endocrinol. 151, 103-119.

Kéhrie J y Hesch RD. 1984. Biochemical characteristics of iodothyronine monodeiodination
by rat liver microsomes: the interaction between iodothyronine substrate analogues and
_the ligand binding site of iodothyronine deiodinase resembles that of the TBPA-
iodothyronine ligand binding site . Horm. Metab. Res. 14 (Suplemento), 42-45.

Kohrie J, Hesch RD y Leonard JL. 1991. Intraceliular pathways of iodothyronihe
“metabolism. En: Braverman LE, Utiger RD (Eds.), Wamner and Ingbar’s The. Thyroid: A
Fundamental and Clinical Text. (pp. 143-189). Philadelphia: Lippincott-Raven.

Kéhrle J, Oertel M, Hoang-Vu, Schnieders F y Brabant G. 1993. Type ) 5'-deiodinase: a
marker for differentiated thyroid carcinoma? Exp. Clin. Endocrinol. 101 (Suplemento 3),
60-72.

Kohrle J, Schomburg L, Drescher S, Fekete E y Bauer K. 1995. Rapid stimulation of type |
5-de|odmase in rat pituitaries by 3,3’, 5-truodo L-thyronine. Mol. Cell Endocrinol. 108, 17-
21.

Kéhrie J, Jakobs TC y Schmutzler C. 1997. Genetics of iodothyronine deiodinase enzymes.
Thyroid 7, 687-687 (resumen).

Kihn ER, Mol KA y Daras VM. 1993. Control strategies of thyroid hormone
monodeiodination in vertebrates. Zoological Sci. (Tokyo) 10, 6, 873-885.

100



Krenning EP y Docter R. 1986. Plasma membrane transport of thyroid hormone. En:
Hennemann G (Ed.), Thyroid Hormone Metabolism. (pp. 107-31). New York: Marcel
Dekker Inc.

Lagler K, Bardach JE, Miller RR y Passino M. 1977. Icthyology. (pp. 343-344). New York:
John Wiley & Sons.

Lanni A, Moreno M, Lombardi A y Goglia F. 1996 Calorigenic effect of duodothyronmes in
the rat. J. Physol. 494, 831-837.

Larsen PR, Davies TF y Hay LD. 1998. The thyroid gland. En: Wilson JD, Foster DW.
Kronenberg HM y Larsen PR (Eds.), Williams Textbook of Endocronology. (pp. 389-516).
Philadelphia;: W.B. Saunders Co.

“Leatherland JF. 1988. Endocrine factors affecting thyroid economy of teleost fish. Amer.
Zool. 28, 319-328.

Leatherland JF, Reddy PK, Yong AN, Leatherland A y Lam TJ. 1980. Hepatic 5'-
monodeiodinase activity in teleosts in vitro: a survey of thirty-three species. Fish physiol.
Biochem. 8, 1-10. ‘

Leonard JL. 1991. Identification and structure analysis of iodothyronine deiodinases. En:
Dreer M (Ed.), The Thyroid Gland (pp.285). New York: Raven Press.

Leonard JL y Farwell AP. 1997. Thyroid hormone-regulated actin polimerization in brain.
Thyroid 7, 147-151.

Leonard JL y Kohrie J. 1896. Intracellular pathways of iodothyronine metabolism. En:
Baverman LE, Utiger RD (Eds.), Wamer and Ingbar’s The thyroid: A Fundamental and
Clinical Text. (pp. 125-161). Philadelphia: Lippincott-Raven.

Leonard DM y Leonard JM. 1996. Characterlzatlon of the subunit structure of type |
iodothyronine deiodinase. Program of the 69" Meeting of the -American Thyroid
Association, San Diego, CA, Resumen # 64.

Leonard JL y Rosenberg IN. 1980. lodothyronine 5'-deiodinase from rat kidney: Substrate
specificity and the 5'-deiodination of reverse triiodothyronine. Endocrinology 107, 1376-
. 1383.

Leonard JL y Visser TJ. 1984. Selective modification of the active center of renal
iodothyronine 5'-deiodinase by iodoacetate. Biochem. Biophys. Acta 787, 122-130.

Leonard JL y Visser TJ. 1986. Biochemistry of deiodination. En: Hennemann (Ed.), Thyroid
Metabolism. (pp. 189-229). Al New York: Marcel Dekker.

Low S y Berry M. 1996. Knowing when not to stop: selenocysteine incorporation in
eukaryotes. T/BS 21, 203-208.

MacKenzie DS. 1982. Stimulation of the thyroid gland of the teleost fish. Gillichthys
mirabilis, by tetrapod pituitary glycoprotein hormones. Comp. Biochem. Physiol. T2A, 477-
482,

MacLatchy DL y Eales JG. 1992. Properties of T4 5°-deiodinating systems in various
tissues of rainbow trout, Oncorhynchus mykiss. Gen. Comp. Endrocrinol. 86, 313-322.

MacLatchy DL y Eales JG. 1993. Effect of Ty or T, challenge on inner- and outer-ring
deiodination of T; and T, in the liver, kidney and gill of rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss. J. Exp. Zool. 265, 637-645.

'
3

101



Maia‘ AL, Berr;f MJ, Saberg R, Hemey J.W y Larsen PR. 1995. Structural and functional
differences in the dio 1 gene mice with inhereted type | deiodinase deficiency. Mol End. 9,
969-980.

Mandel SJ, Berry MJ, Kieffer JD, Harmmey JW, Warmne RL y Larsen PR. 1992. Cloning and in
vitro expression of the human selenoprotein, type. | iodothyronine deiodinase. J. Clin.’
Endocrinol. Metab. 75, 1133-1139. :

Manley JL.1988. Pblyadenilation of mRNA precursors. 8.8. Acta 950,1-12.

Matty AJ. 1985. The Thyroid Gland. En: Fish Endocrinology, (pp. 54-83). Australia: Crom
Helm. -

McCann UD, Shaw EA y Kaplan MM. 1984. lodothyronine deiodination reaction types in
several rat tissues: Effects of age, thyroid status, and glucocorticoid tratment. Endocrinol,
114, 1513-1521.

McNabb FM. 1992. Thyroid Hormones. New Jersey: Prentice Hall. '

Milne RS y Leatherland JF. 1980a. Studies on the relationship between osmotic or ionic
regulation and thyroid gland activity in two salmonids fishes, Salmo gairdner.
(Richardson) and Oncorhynchus kisutch Walbaum. J. Fish Biol. 16, 349-360.

Milne RS y Leatherland JF. 1980b. Changes in plasma thyroid hormone following
administration of exogenous pituitary hormones and esteroid hormones to rainbow trout,
Salmo gardnieri. Comp. Biochem. Physiol. 66A, 679-686.

Miyashita K, Murakami M, Iriuchijiama T, Takeuchi T y Mori M. 1995. Regulation of rat fiver
type | iodothyronine deiodinase mRNA levels by testosterone. Mol. Celf Endocrinol. 115,
161-167. ‘ '

Mol K. 1996. A study on peripheral deiodination of thyroid hormones in fish. Tesis doctoral.
Universidad de Leuven.

Mol JA y Visser TJ. 1985. Synthesis and some properties of suffate esters and sulfamates
of iodothyronines. Endocrinol. 117, 1-7.

Mol JA, Docter R, Kaptein E, Jansen G, Hennemann G y Visser TJ. 1984. Inactivation and
~ affinity-labeling of rat liver iodothyronine deiodinase with N-bromoacetyl-3,3’,5-
triiodothyronine. Biochem. Biophys. Res.-Comm. 124, 475-483. '

Mol JA, Kaptein E, Darras VM, de Greef, Kihn ER y Visser TJ. 1993. Different thyroid
hormone-deiodinating enzymes in tilapia (Oreochromis niloticus) liver and kidney. FEBS
Lett. 321, 140-144,

Moreno M, Berry MJ, Horst C, Thoma R, Gbglia F, Harney JW, Larsen PR y Visser TJ.
1994. Activation and inactivation of thyroid hormone by type | iodothyronine deiodinase.
FEBS Lett. 344, 143-146.

Moreno M, Lombardi A, Lombardi P, Goglia F y Lani A. 1998. Effect of 3 5-diiodo-L-
thyronine on thyroid stimulating hormone and growth hormone serum levels in hypothyroid
_rats. Life Sci. 26, 2369-2377.

Morin PP, Hara TJ y Eales JG. 1993. Thyroid hormone deiodination in brain, liver, gill, heart
and muscle of Atlantic salmon (Salmo salar) during photoperiodically-induced parr smoit
transformation. Outer and Inner-ring thyroxine deiodination. Gen. Comp. Endocrinol. 85,
376-384. '

102



Murphy D, Pardy K, Seah V y Carter D. 1992. Posttranscriptional regulation of rat growth

hormone gene expression: increased message stability and nuclear polyadenylatlon

accompany thyroid hormone depletion. Mol. Cell Endocrinol 12, 2624-2632. ~-—-- -

Navarro L, Landa A, Valverde R-C y Aceves C. 1997. Mammary gland type | :odothyronlne
deiodinase is encoded by a short messenger ribonucleic acid. Endocrinol. 138 4248-
4254

Naumann A, Naumann J, Witeska A y Dutkiewicz M. 1993. 5'-Deicdinase type | in human
kidney cancer. J. Endocrinol. Invest. 16 (Suplemento 2), 76 (Resumen).

O'Mara BA, Dittrich W, Lauterio TJ y St Germain DL. 1993. Pretranslational regulation of
type | 5'-deiodinase by thryroid hormones and in fasted and diabetic rats. Endocrinol.
133, 1715-1723.

Orozco A. 1997. Actividad 5'desyodasa hepatica en dos especies de telebsteos
eurihalinos: la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el Fundulus (Fundulus
heteroclitus). Caracterizacion cinética y efecto de la salinidad. Tesis doctoral. UNAM.

Orozco A, Silva EJ y Valverde-RC. 1997. Rainbow trout liver expresses two iodothyronine
phenolic ring deiodinase pathways with the charactenstlcs of mammalian types | and il 5°-
deiodinases. Endocrinol. 138, 254-258.

Orozco A y Valverde-R C. 1997. Environmental salinity selectively modifies the outer-ring
deiodinating activity in the rainbow trout liver and kidney. 70" Annual Meeting of the
American Thyroid Association (233). Colorado Spnngs Colorado, USA, del 15 al 19 de
Octubre de 1997.

Orozco A, Linser PJ, y Valverde-RC. 1998 Salinity modifies hepatic outer ring deiodinating
(ORD}) activity in Fundulus heteroclitus. En: Annals of the New York Academy of Sciences
y Trends in Comp. Endocrin. Neurobiol. 409-411.

Orozco A, Jeziorski MC, Greenberg RM, Linser PJ y Valverde-RC. 1999. Cloning of the
gene and complete cDNA encoding a type Il deiodinase in Fundulus heteroclitus. 72™
Annual Meeting of the American Thyroid Association (168). Palm Beach, FL, USA.

Orozco A, Linser PJ y Valverde-R C. 2000. Kinetic characterization of outer-ring deiodinase
activity (ORD) in the liver, gill and retina of killifish Fundulus heteroclitus. Comp. Biochem.
Physiol. 126, 283-290.

Osbom RH y Simpson TH. 1969. Thyroxine metabolism in plaice (Pleuronectes p!atessa
L.). Gen. Comp. Endocrinol. 13, 524.

Pany JE, Zhang C y Eales JG. 1994. Urinary excretion of thyroid hormones in rainbow
trout, Oncorhynchus mykiss. Gen. Comp. Endocrinol. 95, 310-319.

Pekary AE, Berg L, Santini F, Chopra | y Hershman JM. 1994. Cytokines modulate type }
iodothyronine deiodinase mRNA levels and enzyme activity in FRTL-5 rat thyroid cells.
Mol. Cell Endocrinol. 101, R31-R35.

Peter RE. 1970. Comparison of activity of the pronephric thyroid and the pharyngeat thyroid
of the goldfish Carassius auratus. Gen. Comp. Endocrinol. 15, 88-94.

Peter RE y McKeown BA. 1975. Hypotalamic control of prolactin and thyrotropin secretion
in teleosts, with special reference to recent studies on the goldfish. Gen. Comp.
Endocrinol. 25, 153-165.

103



Pimlott NJ y Eales JG. 1983. In vitro study of hepatic iodothyronine deiodination in rainbow
trout. Salmo gardnieri. Can. J. Zool. 61, 547-552.

Pontecorvi A y Robbins J. 1986. Energy dependent uptake of 3,5 3'-triiodo-L-thyronine.in rat
skeletal muscle. Endocrinol. 119, 2755-2761.

Refetoff S, Robin NI y Fang NS. 1970. Parameters of thyroid function in serum of 16
selected vertebrates species: A study of PBI, serum T, free T, and the pattem of T, and
T, binding to serum proteins. Endocrinol. 86, 783-805.

Refetoff S. 1979. Thyroid hormone transport. En: DeGroot LJ, Cahill GF, Odell WD, Martini
L, Potts JT, Nelson HD. Steinberg E y Winegrand AL. (Eds.), Endocrinology Vol I.
(pp:347-357). USA: Grune & Straton. '

Rlley'WW y Eales JG. 1993. Characterization of L-thyroxine transport into hepatocytes
isolated from juvenile rainbow trout (Oncomynchus mykiss). Gen. Comp. Endocrinol. 90,
3142.

Riley WW y Eales JG. 1994 Characterization of 3,5,3'-triiodo-L-thyronine transport into
hepatocytes isolated from juvenile rainbow trout (Oncorhynchus myk:ss) and comparison
. with L- thyroxine transport. Gen. Comp. Endocrinol. 95, 301-309.

Robbins 4. 1991. Thyroid hormone transport proteins and the physiclogy of hormone
binding. En: Braverman LE & Utiger RD (Eds.), The thyroid: A Fundamental and Clinical -
Text. (pp. 96 - 109). New York: Lippincott- Raven.

Robbins J y Bartalena L. 1986. Plasma transport of thyroid hormones. En: Hennemann G.
(Ed.), Thyroid hormone metabolism. (pp. 3-38). New York: Marcel Dekker, Inc:

Robbins J, Cheng S, Gershengon MC, Glinoer D, Cahnmann HJ y Heldoch H. 1978.
Thyroxine transport proteins of plasma. Molecular properties and biosynthesis. Reg Prog.
Hom. Res. 34, 477-519.

Salvatore D, Low SC, Berry M, Maia AL, Harney JW, Croteau W, St. Germain DL y Larsen
PR. 1995. Type 3 iodothyronine deiodinase: cloning , in vitro expression, and functional
analysis of the placental selenoenzyme. J. Clin. Invest. 96, 2421-2430.

Sanders JP, Van der Geyten S, Kaptein E, Darras VM, Kihn ER, Leonard JL y Visser TJ.
1997. Charactenzatlon of a propylthiouracil-insensitive type | |odothyromne deicdinase.
Endocrinol. 138, 5153-5160.

Sanders JP, Van der Geyten S, Kaptein E, Darras VM, Kithn ER, Leonard JL y Visser TJ.
1999. Cloning and -characterization of type Ml iodothyronine deiodinase from the fish
Oreochromis niloticus. Endocrinol. 140, 3666-3673.

Sawada K, Hummel BCW y Walfish PG. 1986. Intennedlate Mr cytosolic components
potentate hepatic 5’ deiodinase activation by thiols. Biochem. J. 238, 787-791.

Schmutzler C, Jakobs TC, Dreher |, Glaser F y Kdhrie J. 1998b. Regulation of type | 5'-
deiodinase (5'D1) by proinflammatory cytokines in the human hepatocarcinoma cell line
HepG2. J. Endoerinol. Invest. 21, 2-2 (Resumen).

Schoenmaker CHH, Pigmans IGAJ, Hawkins HC, Freedman RB y Visser TJ. 1989.
lodothyronine deiodinase is not identical to protein disulfide isomerase. Biochem.
Biophys. Res. Com. 162, 857-868.

Schoenmaker CHH, Pigmans IGAJ y Visser TJ. 1992. Species differences in liver type |
iodothyronine deiodinase. B B Acta 1121, 160-166.

104



Schreck R, Schnieders F, Schmutzler C y Koéhrle J. 1894. Retinoids stimulate type |
iodothyronine 5'-deiodinase activity in human foilicular thyroid carcinoma cell lines. J. Clin.

Endocrinol. Metab. 79, 791-798.

Shields CA y Eales JE. 1986. Thyroxine 5’-monodeiodinase activity in hepatocytes of
rainbow trout, Salmo gairdneri. distribution, effects of starvation and exogencus inhibitors.
Gen. Comp. Endocrinol. 63, 334-343.

Sinclair DAR y Eales JG. 1972. Iodbthyronine-glucuronide conjugates in the bile of brook
trout, -Salvenilus fontinales (Mitchill) and other freshwater teleosts. Gen. Comp.
Endocninol. 19, 552-559.

Sower SA y Schreck EB. 1982. Steroid and thyroid hormones during sexual maturation of
coho salmon Oncorhynchus kisutch in seawater or freshwater. Gen. Comp. Endocrinol.
47, 42-53. ‘

Sower SA, Sullivan CV y Gorbman A. 1984. Changes in plasma stradiol and effects of T3
on plasma stradicl during smoltification of coho salmon Oncorhynchus kisutch. Gen.
Comp. Endocrinol. 54, 486-492.

St Germain DL, Dittrich W, Morganelli CM y Cryns V. 1990. Molecular cloning by hybrid
arrest of translation in Xenopus laevis oocytes. J. Biol. Chem. 262, 20087-20090.

St Germain DL. 1994. lodothyronine deiodinases. Trends Endocrinol. Metab. 5, 36-42.

~ St Germain DL, Schwartzman RA, Croteau W, Kanamori A, Wang Z, Brown DD y Galton
VA. 1994. A thyroid hormone-regulated gene in Xenopus laevis encodes type llii
jodothyronine 5-deiodinase. Proc. Natl. Acad. Sci. 91, 7767-7771.

Sun BC, Hamey JW, Marla JB y Larsen PR. 1997. The rote of the active site cysteine in
catalysis by type | iodothyronine deiodinase. Endocrinol. 138, 5452-5458.

Swanson P, Grau EG, Helms LM y Dichoff WW. 1988. Thyrotropic activity .of salmon
pituitary glycoprotein hormones in the Hawaiian parrotfish thyroid in vitro. J. Exp. Zool.
245 194-199.

Sweeting RM y Eales JG. 1992a. The acute influence of ingested thyroid hormones on
- hepatic deiodination pathways in the rainbow trout, (Oncoriynchus mykiss). Gen. Comp.
Endocrinol. 81, 207-216.

Sweeting RM y Eales JG. 1992b. Thyroxin 5’-monodeiodinase activity in microsomes from
isolated hepatocytes of rainbow trout: Effect of growth hormone and 3,53'-
triiodothyronine. Gen. Comp. Endocrinol, 88,169-177. .

Tang KT, Braverman LE y DeVito WJ. 1995. Tumor necrosis factor-alpha and interferon-
gamma modulate gene expression of type | 5-deiodinase, Thyroid peroxidase, and
thyroglobulin in FRTL-5 rat thyroid cells. Endocrinol. 136, 881-888.

Tata JR. 1980.The action of growth and development hormones. Biol. Rev. 55, 285-319.

Toyoda H, Himeno S e mura N. 1980a. Regulation of glutathione peroxidase mRNA level
by dietary selenium manipulation. B. B. Acta. 1049, 213-215.

Toyoda N, Nishikawa M, Horimoto M, Yoshikawa N, Mori Y, Yoshimura M, Masaki H,
Tanaka K e Inada M. 1990b. Sinergistic effect of thyroid hormone and thyrotropin on
iodothyronine 5'-deiodinase in FRTL-5 rat thyroid cells. Endocrinol. 127, 1199-1205. ‘

105



I
!
i
I
;
[
Y

Toyoda N Nishikawa M, Mori Y, Gondou A, Ogawa Y, Yonemoto T, Yoshimura M, Masaki
H e Inada M. 1992. Thyrotropin and triiodothyronine regulate 5'-deiodinase messenger
ribonucleic acid levels in FRTL-5 rat thyroid cells. Endocrinol. 131, 389-394.

Toyoda N, Hamey JW, Berry MJ y Larsen PR, 1994. Identification of critical amino acids for
3,5,3-triliodothyronine deiodination by human type | deiodinase based on comparative
functional-structural analyses of the human dog and rat enzymes. J. Biol. Chem.
32:20329-20334.

Toyoda N, Zavacki A M, Mala AL, Hamey JW y Larsen PR. 1995a. A novel retinoid X
receptor-independent thyroud hormone response element is present in the human type |
deiodinase gen. Mol. Cell. Biol. 15:5100-5112.

Toyoda N, Hamey JW, Berry MJ y Larsen PR. 1995b. Identification of critical amino acids
for 3,3',5'-triiodothyronine deiodination by human type deiodinase based on comparative
functional-structural analyses of the human, dog and rat enzymes. J. Biol. Chem. 269,
20329-20334.

Toyooa N, Berry MJ, Hamey JW y Larsen PR. 1995c. Topological analysis of the integral
membrane protein type | lodothyronine deiodinase. J. Biol. Chem. 270, 12310-12318.

Toyoda N, Kleinhaus N y Larsen PR. 1996. The structure of the coding region and 5'™-
flanking region of the type 1 iodothyronine deiodinase (dio 1) gene is normal in a patient
suspected congenital dio 1 deficiency. J. Clin. Endocrinol. Metab. 81, 2121-2124.

Toyoda N, Kaptein E, Berry MJ, Harney JW, Larsen PR y Visser TJ. 1997. Structure activity
relationships for thyroid hormone deiodination by mammalian type 1 iodothyronine
deiodinase. Endocrinol. 138, 213-219. .

Valverde-RC y7Aceves C. 1989. Circulating thyronines and peripheral monodeiodination in
lactating rats. Endocrinol. 124, 1340-1344.

Valverde-RC, Croteau W, Lafleur GL, Orozco A y St Germain DL. 1997. Cloning and
expression of a 5-iodothyronine deiodinase from the liver of Fundulus heteroclitus.
Endocrinol. 138, 642-648.

Valverde‘ RC, Orozco RA, Aceves C y Romero RC. 1998. Control y regulacién de la funcién
~ tiroidea. En: Soc. Mex. C. Fisiol. (Ed.), Texto de Fisiologia México:PRONFOPAB-SEP.

Van &er'Geyte'n S, Sanders JP, Kaptein E, Darras VM, Kiihn ER, Leonard JL y Visser TJ.
1997. Expression of chicken hepatic type | and type Il iodothyronine deiodinases during
embryonic development. Endocrinol, 138, 5144-5152.

Vijayan MM, Flett PA y Leatherland JF. 1988. Effect of cortisol on the in vitro hepatic
conversion of thyroxine to triiodothyronine in brook trout charr (Saivelinus fontinalis)
Mitchill. Gen. Comp. Endrocrinol. 70, 312-318.

Visser TJ. 1979. Mechanism of action of iodothyronine 5'-deiodinase. Biochem. Biophys.
Acta 569, 302-308.

Vlsser TJ, Van der Does-Tobe I, Docter R y Hennemann G. 1976. Subcellular localization in
“rat liver of an enzyme converting T4 to T3 and possible involvement of essential thiol
grohps Biochem. J. 157, 479-482.

Vlsser TJ, Fekkes D, Docter R y Hennemann G. 1978. Sequential deiodination of thyroxine
in rat liver homogenates. Biochem. J. 174, 221-229.

I



Visser TJ, Fekkes D, Docter R y Hennemann G. 1979. Kinetics of enzymatic reductive
deiodination of iodothyronines. Biochem. J. 179, 489,

Visser TJ, Leonard JL, Kaplan MM y Larsen PR. 1982. Kinetic evidences suggesting two
mechanisms for iodthyronine 5°-deiodination in tha rat cerebral cortex. Proc. Nall. Acad.

Sci. USA 79, 5080.

Visser TJ, Kaplan MM, Leonard JL y Larsen PR. 1983. Evidence for two pathways of
iodothyronine 5°-deiodination in rat pituitary that differ in kinetic propylthiouracil sensrtlv:ty
and response to hypothyrovdlsm J. Clin. Invest. T1, 992-1002.

Visser TJ, Kaptein E, Terpstra oT y Krenning EP. 1988. Deiodination of thyroid hormone by
human liver. J. Clin. Endocrinol. Metab. 67. 17-24.

Visser TJ, van Buren JCJ, Rutgers M, Eelkman Rooda SJ y de Haerder WW .1991. The
role of sulfatation in the thyroid hormone metabolism. Trends Endocrinol. Metab. 1, 211.

Wahle E y Keller W. 1992. The biochemistry of 3'-end cleavage and polyadenylation of
messenger RNA precursors. Ann. Rev. Biochem. 61, 419-440.

Weinberg C, Thompson CC, Ong ES, Lebo R, Groul DJ y Evans RM. 1988. The c-er-A
gene encode a thyroid hormone receptor. Nature 324, 641-646.

Winzer R. Schmutzler C, Jakobs TC, Ebert R. Rend! J, Reiners C y Kéhrle. 1998. RT-PCR
analysis of thyrocyte-relevant genes in fine-needle aspiration biopsies of the human
thyroid. Thyroid 8, 981-887.

Yamano K e Inui Y. 1995. ¢DNA cloning of thyroid horrnone receptor for the japanese
flounder. Gen. Comp. Endocrninol. 99, 197-203.

Zhang CY, Kim S, Hamey JW y Larsen PR. 1998. Further characterization of thyroid
hormone response elements in the human type [ iodothyronine deiodinase gene.
Endocrinol. 139, 1156-1163.

107



