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RESUMEN. 

La principal hormona tiroidea (TH) secretada por la glándula tiroides es la tiroxina 

ó T4. La desyodaciÓn órgano~específica del anillo externo de la molécula cié.T4 por las 

enzimas desyódasá tipo .1·. (D1) y tipo 2 (D2) forma la triyodotiro~ina~ Ó T3, honnona 
, . .., ... , .. -:i_ -· : . ' '• • ·-. - ·.-' ·. '.': 

responsable deº 1()5;"ef~ctose biológicos: La desyodación posteíior.del~~rÚllÓ _é<t~tcio de.· la 
- __ · , _ ,: .. ::·=.· ·::~ ·. ~{- -:. ;;--'' .!.' .. :~º"-:<::_:~\,-/o.~;_\',-~/·':".:' ''.!')·: ~:-·:>~"--: -- -·: \_:. _ _- - __ _ _... _ · _--- ::: :~/ _,_~- _:;~;-'.. :_::~~~:.r.-,:·:'-~:_7:..?: .::, ~-;.i-'.fl, \1':~-~- -_ ·:··,>·:: ~- '.~:·:,: _/_,:.·. _ ... 

T3 genera 1a3,s7diyo,C:lótironi_~a .(3,5-T2), .•.• hasta ... hace poco Yf6nsi.dejaaa:;'erf producto· 

::~1~~ttf ~~~t1~~f~~~~lX~t~~l~i:~~~~~~t~Il~~~~¡¡~~~fr.: 
D1 y D2 l le~arof1 :a.-~omparar'el efecto':de·.•1a~,5.,.T2'con e.l.de•.las ti.rof1inas, conocidas 

~~~:~:;:~;~f ¿~~~{~Wf:~~~~~R,~~~~~~;$¡~1~~l~i=á~~~~~~!il~Jfu~~6i': 
D2 · (D1 ~mRNA¡,y-D2-mRNA),"~ los-. cuales fueirón;;'cómparados; con ;su correspondiente 

. : _ . -·:e~'· _t</-: ~\-:~~~;_ ... ;~:~--::. -:·: 'j;.}·· :;~~"<'·:·.:·~ ,'.:i·~ :.-·, -~::_:i:.?:::··.::: ~; _. ·,, ~r,: .. ::: ': :':·!~~;:t :~ ... ·.':::;·.'·-~{{'.~-'::·j .:.~::_::~:r,~_;::.~ ":}~~-:~ .-'i~'.-'{::)~'.:~:/;:~.: .. ~.,.,~)!~:~<~;,·/:.~t_,,~::·i,:~·:'f~~íj,;:.-.;:-.·~)~-/·iL~ ;, __ .- · 
act1v1dad enzimat1cao;L:os pecesfu~ron tratadosp0rirímersi.ón(12y2~.h)-con OJ1;µM de 

... ,,_>· : '.:··¿-.. ~;.i;-~(:-'iC::\:_,.;;:~'T:; _::.:,~ -~--:·_;:.'. -:_,,?-_--_- ·:· :·~- -.-.~- {1>:·'.·::; \~::; ::·~.;· ,~; :;,f-_: ·',~~--~:' .~:'..: "-~-:,~ ~~;:·:':, ·;'_"'··:·.;, ·_¡~·-;·:~. ;_'.·.:.~~-,:·~.~-;~'.?\·~~·;.'if//:::.-:~?;:o:::··_.f'.,'.!~·~}:): -¡>'~::~d:..~·:!:·~;::\'/:)'.-. >-'.·:: 
T4, T3 ó .. 3;s.:.12.\~A diferencia· .. delo-qUe}seiha'repóíta'doéii:ñfamifé"ros'ffni69Una·de·1as 

, ·!:·~-·. -: -~ .<·:·: ,.:-~2·:,~:" .·k /' :?.-- '. <:>: :.;· ~ >,::~::,·_;.~_-,·.,~:/::-~:) ·;:·:·~:~'. <:) ::.·; ··:::!,';_:~--.-~. \\< .::-.:~:;;)'?'-'': ::::.-~':·~;:: :~:-:' -;·0; .. )::~;'.>:::--·<\{,~1:1:J.~~t_~-..\ ~::~:1?.;_: :.~~'. .~i:Y;1;~-!;;: '-\::;-::.:: .~~:-~:·';(,.,,,_.~··-'.·;~,;\/ .::./:"' . : , 
TH modificó Lsigiíificativame.nte ··•la e actividad iD~ ;·~i:sin';emba.rg·o,':/ilas•:3 ;disminuyeirori ··1a 

·. · .. ·" :··:,:::; r ....... ~:}· 1 ;::: .-; ~:~~·~'.:,.._:·/< ·. _,..,- ;:'· = -<~;·:~ ·;F:":-1;::· :·:r .. -:~~ -.:;ni<~\ .:·~.:.1:~·-~:.1;º~-:t" .:.;~~ i/}\? '.::.:;-.;~'.y;~~.-:!-~~/:;~~~;:,;z¡_s_;<L~l· ~f::;1::1;·.'.f :H~tY ~-\ii}'~X~+':}·:;~~:~>:.:·.:- /.,_s~~;.,, .-. : '. 
concentración °del•D1 :..mRNA:t ,Ll.sí • mismo;:,•;lás ~tres\TH [redujeYon 'significativámente'. tanto 

, ·.<. · ~:: ;'.;··: -·. ·_;~.~ ;~/::' ?/~:~}:· · __ -,;~!":;::_~-.:+~e:_.- -c~rr: . .,~;;: .. ¿;~t:-._;:-'.t:}~~z;·;·}~~: :~~-_.;¡,?,.~~-;:;.:,·;:'¡{·¡: .. :):·:, :.N·,;.,_,r:,_,\.:.:'~~~r·:\~)1~-"-~:.;= ;-:d,,E ·--~-~~.:s;J_;\;_·t~ s.:;.:, (:::(ff; }.9·~,,~: :_:._·:~.\-.r :.:· · -{:,,:~·.:: ,~~:··. · { ~" 

la actividC3d. combil~ •expresión i_del!D2-,n;~NA:re·~; eli·sig~iente: órden:·n2~:>T3~J4. El 

:~~~sz~~~fi~f ffef i1~~i~~i~~l~~~i~~~E*1í~l§~~i~~J~!j·~!~~~·~ª~e~: 
una linea. r)ueya\:l_E)?~~tÜdi611~'6iia·1•·-~i3rri'.iítf Pé e~~·16r~;.~fe~tEih1E:ltal:JÓÍÍtode':TH;participa 
en la · divérs!~~i funcion'~1~f~eX1aS _yodci~i~oniria~? y a;( ··a~p)ic:i.f~(.•·2onocimiento 
fundamental.de. la fi~i616~ia'tiroic:l~a. 
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ABSTRACT. 

Although it is widely considered to be an inactive product of thyronine (TH) 

metabolism, 3,50-diiodotironine (3,5-T2) has recently been · described as a bioactive 

biological. próduc;twhen.t.ested .at high doses (-5x)he.dos7't~r.T3).1ts 13ffe¡c.tsupon 

competitiveP:cR•tec~niquE3 tó111easure 01. and .D2 mR~A'levels>w~ich\\/ere compared 

~.~h;r;c:~~{[~1,f ~Z~;·~º::h:, ~::·:~:::~*~¡ti!t~+~~1i~~~~:~J~~~d º: 
significant/13ff13.ctz;-or ;'01 :activity;. _although •.. · the <~fú1H/.;,decr8ase·d:'·:i(t~e~'D1~mRNA 

concentr8:~tgq~i.;~;?.~~f~~:.··.·all •three ·TH ·si~nit!~.~~t·1gf~~?ff~i~~~§~.i.~~!l~~.t~~-~[i'g.'FRN_A 
leve Is i.nthe Jcillowil19 cirdér:. T2>> T3> T;:Th~srt11e·s_e,data·are·éo8sist~ñt·-:Vith•tti13 .high 

· ci rcul~;i_n~;,\.~~i1'~,\~f;~~[lh.~r~.~tE3~¡ ~ti e; ol·:fa~~i.Qi;t~l~;~~~~;·f .~~~~~;i:ii¡'~~~~fü~'~-~~~1~'.1~¡:\61 e · .of 
this THas~a. pre'sursor fo~ amorebio.acti~eJhyroni_ne'.:·The'rnóst important firí~irig· of .the 

present, ~~rl(~~~-··~~Ii.~~n:ti~c9~ú?0/.bf-'~.~iT~·r~~" ~~~-~;~n6~/~\V¡_t6::~§t~~{;}h;ra;{iimetic 
activity: This }esults Jery rel~~~~{á$'¡f g~n-~r~ie5:é3~ew. line .of research,>wtlich will 
broaden the furici-~rlie~t~I kn6~íedg~ cii'thy;bid,~h~~¡()¡~·~~/·' ··· ... , .· ,· . 
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INTRODUCCIÓN. 

De los mensajeros endocrinos conocidos, las hormonas tiroideas o yodotironinas 

(TH) son únicas ya que se trata de aminoácidos modificados que contienen yodo en su 

molécula (Escobar et,al.; 1999). El interés de nuestro grupo de trabájo radica en el 

. :~~~~iE{~~~~~~i~~y~gJ:~~:~~:;t~:s¡e:~~;~f iii~~ltítc*¿~=~~~ 
átomos de yOdo: de <sitios específicos de las moléculas;,'de·-,yOdcitironirias¡gerieran, 

localrn:;;J~[q~i~~~~1:::::'.::59::~: :::,:~::~2~i~t~'.~f ;~:~~~&~~lt~. Jos 
vertebrad~:Ül1/;~!~¡~;g. ~·-~·.algunos peces ,teleóst~~~ '~iJS~B~,r~·s1~_'.·r~:~lg~~-~~~~f~f:s ·que 
catalizanl.avía>d~1.a~.tivación de_ estas hormonas (Or~zco•et.~1.:;<199~;·:or?z~o.··_et al,, 

~~!lll~~iiiilllllll~ 
fisiológicas; lo que sugiere la operación de niecanisínos·déregulaciónesp'ei::íficos para 

-/:-_:~--\· . . :·: ·,. _ · · - - , :,'·· · -- · · \· -\'.<~·-. ~-:>:_~- "~.~~~\:/;~~:n?i~«~-~::·')~~:F~::<::1:;-~:~~-~:~,;~:·::: ' .. ·.:\{.~\,-.1-~~'.,·;_;:-:'.f-~::.~:;.:.:: ~:-i'<:.~::-~\f::~, \:~-~:-:· .. , . : 
cada una deJas élesyodasas (Orozcci et al."}i;199a;:iorózcóéét/a1:;;2002b)l\ Estudios•en 

. - - --_. · -~-:- '.='-,::. -· -- -:--- _ · -·. ----·.< ·. ¿:~"··· ·. ·:·;:.::·;::: ~}~\\~~;F}~~~:::7·~1~~·.:-;:3/2~::),-~:t~'i.~j/,f'~~;.~:.{:~i~:~-,:·~f~?~f'.i'°~:;;~:.1~~t:\~.:7~.:-,_;_;.~ '.t.t}1/_,_. .... 
mamíferos. han. mostrado que las mismas~yéídotií,oninas'partii::ipar(emlai~egulación. de 

: ~-, - -· · - _ _ · ·.-.-: _.,_:,'·.:·:~·>·,,:;;~~;~.:::~;~~~~:,~;~~~~.'.~:~~;;:~--~:,N:5(~ :~r~:;~:z ;:,.-"/.~·-C:~,r,·:t~(b-~.~r.'i=J:~;.~.>~i.'.~:\~;~:,"-''.t;:r. ::i·-<·:.=-x -~-~::. ·._; · 
las desyodasas (Bianco et al., 2002); La preséncia'.defambas·enziii:ü:is"en el.tiígado del 

·,::' · · · - ·: . . -· · :;· '· .. ~;:.·;<: '\;:r?:f~--:·'.~~-,.'··'.·J~:¡~:_'.'[«~~;:;7:}.;:>c!f'.!·\.,~:{f-':>?{!~-~"-'";~:~1,'f;f.f;~-2?'.'\~i;~~~~::~·~,:_;'~;;:·''~.~;~{'--.'.-~.;~Z-_~-·~:;-::;.'-t:"·;~~: ::- ' . - . 
F. heteroclitus convierte .ª ·• este:órg'anó5'en~LlnWmode-lo'~idéal·0~ar<O('an~.lizá6 algunos 

aspectos• de esta• posi~le .• re~IJ1~;fi .. ~pji.~~:i;~r,fr:8~~.~h~~,1~~.1~~;~~é~s~i,;P~~,Iftf~~~~~1~es la 
continuación de un proyectomas·amplio~ené~mi_nado'á.estud,iaGl~:reg~lación d_ela vía 

de activación de las horm~n~s _tir~ici~-~~ ~h ici~t~¡~'ó-~t,~$sJy,~p~.9'f~}~~efÍt~~'~f1ª1I~~·cual 
es el efecto y el p~sible mecánismo'a>trayes dél ;<c::Jal Ías yodotirohirias r~gulan la 

actividad de las desyo~~~astipo 1 jCD1) )tipo 2 .(D2) en el hf¿ado d_81 F'.heteroclitus. 

TESI~ CON 
f''f)_~_~_::'~·~-~;~_)S.Ei\! 1 
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ANTECEDENTES. 

l. LAS HORMONAS TIROIDEAS. 

Las hormonas tiroideas o yodotironinas son una familia de mensajeros 

endocrinosque contienen yodo en su molécula y que son respons:at:>,1es:de:n1antener un 

::::!~~~t~f ili?Ei:~~~=:~:~:1:;~~Zi,t~~~l¡tsl~t~ii~~~I~3~: 

oxígeno y 'la\calbrigérlesis además de otros efeictos'. qu~' sei resun:ie~; en 
(Norr'is,.19~s).'.('·.'~\:; .· .·· ,;;~;·--;:.·:; > ,., 

'• ',.' ·;,.:::·.·: ''. .. ,·:~ , ~' : ' ' . 

TESTS r.nN 
pr· 7 



B TA L A 1. Pnnc1pa es Ef ecos d e as H ormonas T ºd líOI eas en os M 'f ami eros. 
Favorece la glucólisis y el consumo de oxígeno. 

CALORIGÉNESIS 
Estimulan la síntesis de las subunidades a. y 13 de la bomba 
de Na+/K+ ATPasa dependiente. 
Controlan síntesis de termogenina (UCP) en la grasa parda. 

METABOLISMO DE 
Participan en la síntesis de vitamina A. 

VITAMINAS 
Inhiben la fosforilación de tiamina y aumentan la demanda 
de otros componentes del complejo B. ---_--_ .. ::---- - -,---, 

ESTIMULAN: 
CRECIMIENTO Y Crecimiento somático. 

DIFERENCIACIÓN Producción de GH. 
CELULAR Maduración del sistema nervioso. 

Osificación epifisiaria. -

Esenciales (periodo crítico) en desarrollo y maduración 
SISTEMA NERVIOSO neuronal. 

CENTRAL Modulan la velocidad de conducción-excitación y regulan 
patrones conductuales. 
AUMENTAN: 

METABOLISMO DE Absorción y utilización de glucosa. 
CARBOHIDRATOS Glucogenólisis. 

Degradación de insulina. 
SISTEMA Efecto inotrópico y cronotrópico positivos. 

CARDIOVASCULAR Sinergismo con catecolaminas. 

METABOLISMO DE 
ACELERAN: 

LIPIDOS 
Síntesis, degradación y excreción biliar de colesterol y 
ácidos biliares. 

SISTEMA Participan en la síntesis de hemoglobina. -

H EMATOPOYÉTICO Absorción de vitamina 812 v ácido fólico. 
METABOLISMO 

Anabolismo/catabolismo (dependiendo de los ni"'.e,l~s)~.,-PROTEICO ' -
METABOLISMO -

MUSCULAR 
Inhiben conversión de creatina a fosfocreatina. 

---- ·:: --- --

METABOLISMO Aumentan la filtración glomerular. :-._: --. -
HIDROELECTROLÍTICO Diuresi::; de ::;c.diu exlracelular. 

FUNCION Regulan la síntesis y secreción de TSH, GH, FSH, LH y _• 
HIPOFISIARIA PRL. ~ - . 

FUNCIÓN 
GONADAS: Necesarias para la diferenciación gonadal. :- · 
GLÁNDULA MAMARIA: Esenciales para la diferenciáción'' --

REPRODUCTIVA funcional de primordios alveolares. .-
Forman parte del complejo galactopoyético. --

; ----

APARATO REGULAN: <:-:· 
GASTROINTESTINAL. Velocidad del tránsito intestinal. -- '' 

En donde: TSH, hormona estimulante de la t1ro1des; GH, hormona de crec1m1ento; FSH, hormona folrculo 
estimulante; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina. Modificada de: Escobar et al., 1999; Norris1985. 
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Anillo fenilo 
(Externo) 

NH2 1 
CH2 - CH - COOH 

Anillo tirosilo 
(Interno) 

Fig. 1. Estructura general de las yodotironinas. 

. . . 

una t112 circulante aproximada de un día y se :considera la hormona metabólicamente 

activa• por presentar la mayor aflnidadié3''.10~;1ed~"pt~r~~;tj~',-fff L~ 3,"3';_5'-triyodotironina 

::,:~~~~."~=r;~~~~~;;;;~~ri*~~it~~~!if {iiJ~~i!1tt:~d~ki?.+Jif \~;~rá;:~~ 
átomOde·. yodo.del :·anill_o ( iritE!rnb{deiilcí/T4!\t.::'a :rT3.z tiene/una 1t1'/2 eií'C:Ciré::ulaCión de 

~~de ~~ 

T3 y que. el resto de ;yi::idotiror_:¡irias1:cortesp0ridía',az'.p~oducfos.de\catabcílismcí. Sin. 
~·.· ·- · ·~ :~ :·: ;.-'·:: .. , -:,::ii º.> __ ,. :::?:-::'.~:- :~~- -·T: ~:-.:>.: :; :;· ;,·:·6+:":·· ·r-r<~; !:·~;~<f-~ ~ .. ;:::;,'·:· ,:_ .. ~:,_:.-,:-. ';~·(~~r:: :~_~·, __ :·:~';_,_,_: :::'. ~:.. :·'.?.~:: ~; .. _:·.'. --;·~,r::-:~,~? ':?-.~; :~ ~<':~'.~--,,~~,- :::2---"<-<'"{;--:~: : · ··:-· - -_ · 

embargo, en .. _ los,"últimos·-dos'¿1ustros~~e-·1 han;¡a_c~mülaiidcí· evidencias·~;fceré::a:.de_ la 

~~;iª:!~~2~~¡~~i~j~~~~1~1f ~~¡1il~f l~\\i~~!ll~~~;~~ 
~~.e~:::~:~:~~:~~,b:~,:~·:~¿6Tuiª¿~{i~8~ít:;t~;i~·itr::;-~~~-~~~~f ~,~·~e~~°;).:~e. T 3 

Y 
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TABLA 2. Efectos tiromiméticos repOrtados para la 3,5-T2. 

Efectos mitocondriales. Referencias. 

INCREMENTA: 

ConsL1mo de oxigeno en hígado de rata. 

Consumo de oxigeno de células sanguíneas m~no~uclearés. 
Sterlirlg f!1tal., 1988. 

O'Reilly Y;Murptiy. 1992. 
casas et 'á1}2oóo; Lanni et 
a/.;J992;'L:'.anniefa/.; 1993 . Respiración mitocondrial en hígado: 

Consumo de ca•• mitocondrial. 

Actividad u-glicerofosfato deshid~Ógenasa. 
Actividad de la cadena respfratoriá. 

Actividad citocromo oxidasa. 

f3-oxidación. 

Efectos extra mitocondriales; · 

INCREMENTA: 

Actividad de la enzima málica .. 

Actividad glucosa-6-fosfáto~deshidrogenasa. 

Actividad desyodativafi~i:/1 > 
Metabolismo de leuci~~·;· : . 

Tolerancia alfri~ erÍ¡af~~ hÍp~tiroideas. 

Tasa de meitabolísmó basal. 

. : "' . : . '. -··- ' ... , ..... ,~.,.:·· . . ; . . , 

Horsfet ál.:;') 989.: ' 

~Cire8() ~l-~/.;'20,62";; ···.' 
Gogliá f.?et'a1.;:1994b: 

·¿~sá~';j'~?Y26o&•G'¡:,91ia 
et aC;.,19948; Lómbardi et 
a1.·, ·1998) :W: ,\·••-.) · 
Lombélrdi.et a1.:•2000 .. __ . - .. , ... ---· -.., .. 

Cimmiri;~t'~i.;·199'6; 
Moreno• ef~¡:,· 2002; 

Lomba~éíi ·~t ·al. :;2oÓ6. 
·. Bau~~i ~J.; 1 ~97; Baur y 

Kohrle;.1999:.. · ·· · · 

L~~b~~dj ~tiif(:2ooo:· 

~:~:intat~·;}~tf ;•;oob;·····_. 

Volumen de lá célu1a·f~llc~lár en Locusta migratoria. 

lanni et al.}'1996; lombardi 
et a( 2000; Moren.o eial., 
1997; Móreno ér.af,c2002. · 

oaveY'k)2~oo!t~L ·· •;.~. 
'-' , _.··-· ·,·'c.!,:_ 

ESTIMULA:·· · ·· 

Secreción de GH. 

Metabolismo_ lipídico. 

INHIBE: 

Secreción de TSH. 

Proliferación celular en cáncer. 

Modificado de Lanni et al., 2001. 

Mor~no.'et áí.,'1998;{ ·· • 
Moreno.et al:, 2002; . 

Ball et al., ~ ~~j;f ~~~rts et· 
al., 1995; Horsfeial., .1995. 

Martinez et al., 2oóo. 
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11. LA GLÁNDULA TIROIDES. 

Las TH son sintetizadas y secretadas por la glándula tiroides. La forma de la 

glándulá varía a lo largo de todas las diferentes clases de vertebrados, pero .cada clase 

conserv~ ~~~-fClrma característica (Fig: 2}'. En lo~ éiclóstomos;_Y lé3 mayoría de lo.s 

teleósteos/{eCtejido. tiroideo se. encuentr,a .. como;fol ícúl'l,s~~ispersosfo como.:~¡'i-l.Jpos de 

folículos 0ri·· 1a·r~gión faríngea.·· En'· a'igúnós0 t'e1eó'st~os: 1osf?'lícu10s'tií.oiciei:is·· pueden 

migrar ~·· otras regiones del cuerpo y permanecen funcionales en su localización 

ectópica ( Goro'man ~t al., 1983 ). 

~"~: 
~ q, • 

ci>. ·º 
. ·-· º"' ~ Q 

Ciclóstornos y 
Teleósteos 

• Tiburón 

La~1arto 

e~ -í~l -Atl'.111 

c.;~ g~ ..,, .. 
Rana 

F'ájaro 

Pez loro Rava 

Urodelo Tortu9a 

Ratón Humano 

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

En todos los casos, la unidad estructural y funcional básica de la glándula tiroides 

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

uniformidad considerable en todas las clases de vertebrados. El folículo consiste erÍ una 
- . - - -_ .-- "- -· - -·· -- - ---

estructura esférica formada por una capa de células epiteliales que rodea a un espacio 
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extracelular relleno de un gel de proteínas (coloide) donde se pueden almacenar 

grandes cantidades de TH (Fig. 3). 

Ar1Etna 
t1ro1deci 

Arteria tir OtCIBa ---

Lumt::n folicular 

Célula 
folicular 
(tiroc1to) 

Flg. 3. Folículo tiroideo, [iilldad funcionaf--de i'a .. glándula tiroides. Destacan las células foliculares y el 
lumen folicular, en el cual se encuentra el coloide (modificada de Matsurnoto y lshii, 1992). 

El coloide tiroideo está principalmente formado por la tiroglobulína (Tg), una 
- -. -

glicoproteína de gran tamaño molecular (660 kD) que contiene en su :estn.ictura a las 

hormonasT4 y T3. Adem<'is, el r.oloide contiene otras proteínas yb~~da~ y~:alb1'.1mim=i. 
·"· ',.>',,•. ..• - .· 

Las céluI~s .·. ~pite.liales º·· tirocitos q~e fo.rman __ al .. folículo .. presenta~'características 

~::~~~:~·~~~~~1~J;~¡~~~t~f if ~ri$it!~~if t~~~t~!~:::::=~~=~:~:: 
exocrinos. :•Los ;tírocitós •:se_:organízaí:i.".ein 'el Jol ícü 10: de acúérdo.·a su polaridad funcional, 

·. ':~---. -:\:"· ·:r~~:~;: ·=<.?:·.<.·,_-:':"c'.-;:r ·. ~,-~;/_\\,:\:~ ::- ::·-}t:·.;~:.r··-~.:-~~,,.·.,:.'.if};{;.~-~~~~:;.:::-i:.>.:o -~:¡z;:;;,;;7/:;·,,-~-":~?:}~-;:~;~;-:.::·--:~< .. ·:: - ;: .- .__ _ - . 
así la superficietll.Jrni119r;:de{IC1:;,<?~!ulci. pr:gtrLJy:~}JJCISia~lf ·,luz folicular a través . de 

:~~~~~~:r$$d5fü~c;~i~~~f.~~ii~sBJ¿~~f ~~~tIJ~:~:·:, :~d:'.:::~;:,l~,:~ .. 
de esta.ví~ cl~,t~~~~p~rt~;,i~.f9~~-pl,leg~ ~dínl~~iza, y es glucosilada, fosforilada y 

sulfatada, Ademés ~~tre e~tas m6ditidaciones postraduccionales, la molécula de Tg es 
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yodada por la acción de la peroxidasa tiroidea (TPO) que se localiza en el borde apical 

del tirocito. (Capen, 1996; McNabb, 1992). 

M.;.mbrana 
apical 

Tíroclto 

2 
TPO + H20 2 3 

1· Oxidación lit 1• ó HOI ""Y,_o_d,_a-c""'1&~~•1 

' 

4 
Tg 

Cff 
MIT 

Tg 

: 6 

i ºº~ 
Síntesis:§ §> 
deTg 

8 

1· 

Fig. 4. Biosíntesis de las TH. 1) Captación a transporte activo del yodo al Interior del tirocito. 2) Por acción 
de las peroxidasas el ión yoduro (I°) es convertido en "yodinio" (I') o ácido hipoyodoso (HIO), una forma 
reactiva capaz de unirse o "yodar" a los residuos de tirosina presentes en ta tiroglobulina (Tg). 3) La 
tiroperoxidasa (TPO) cataliza ta yodación de ta Tg en la membrana apical y se forman las yodolirosinas: 
monoyodolirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT). 4) MIT y DIT permanecen unidas a Tg en el coloide 
constituyendo un reservaría de precursores de las TH. 5) Se forman las yodotironinas mediante el 
acoplamiento de dos residuos yodotirosilo (MIT o DIT). En esta reacción de acoplamiento participa el 
peróxido de hidrógeno y la TPO y depende de la estructura terciaria de la Tg. 6) En respuesta a la 
demanda de TH el coloide es endocitado y las vesículas endocítadas se fusionan con lisosomas. 7) Se 
liberan de la Tg por proteólisis específica. 8) Las yodolirosinas son desyodadas por ta enzima 
deshalogenasa tiroidea (tDh) la cual favorece el reciclaje del yodo. 9) Las TH al llegar a la membrana 
basal se liberan aparentemente por difusión. 1 O) Parte de la T 4 puede ser desyodada hacia T 3 por acción 
de la desyodasa tipo 1 (01) tiroidea para consumo 'local del tirocito (Modificada de Taurog, 1996). 
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111. BIOSÍNTESIS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS. 

El metabolismo del yodo que conduce a la biosíntesis de las TH (Fig. 4)ocurre 

en tres etapas secuenciales: el transporte activo del yoduro al interior d.e 1.os tirocitos 

(bomba de yodo), la oxidación del yoduro (tiroperoxidasa ó TPO) y la yodación de los 

residuos.tirosilo dela.molécula. de tiroglobulina .. Esta .yodación ~esFl.t~~~.ri I~ s.íntesisde 

~:5;:~}li~l~~~~i~~~i!~i,~i1~1i~~~:t~rt~~~~~~f~1If E 
reaccione~ 'adicip~ales: ~1~ .. tijd[ól isi~'de ~la: tirogl°:~.un.na;t:e~· lps. Hsosomas¡·; p,orproteasas 

::~::::~1¿!~7 iLi~&~~:1~:r~~l~1~:~~~:;zr~~3f ii~%~¿iiifü~1~li:~~~~&n~:~ 
desyodaéiÓr(intratiroidea, rescatándose la mayor parte del yoduro'úbr~ resultante para 

su post~ri~r r~utilización (Taurog, 1996). 

IV. CONTROL DE LA FUNCIÓN TIROIDEA. 

La principal vía de regulación de la función tiroidea se da a través de una 

cascada de señales neuroendocrinas llamada "eje hipotálamo~hipóÚsis;.tiroides" (Fig. 5). 

Esta vía se inicia a nivel del hipotálamo con la liberéición de dos h~rmonas; una 

::::~:~~~~~ .(1;R:;,j;;;~~~:~~ºf~f ;;~,~~l~~ll~§~~~~~~~~?~}'.t~~i~,:: 
hacia la .hipé¡fisis · ar.iterior.·. En este;,sitio"{;ejercenc sutacción_,sábré(los;ctirotropós/para. 

_-/- '.> ~~-"\ . :'-'.-~:·-~~;:;'~~~·:?t~~~-:~F-'.\ ·::,~/--; ~::~5::-~cS·~~~~~c;;ff~,;;~; ':·:¡~{}- --~~f~-~~-~::7;;-~:~,·:~?:~;~f7-~~~~;!~~--:;\f;f?;.· ;~'"t,"c;:-=)~~-~i-~<· -.~~:,;,:.ú\:;.~:~iiS-~ .. ~:~ :~--~;j\t·:':.: ?,;;~~',:~.:,::· /;;'..f,~:;y:--< ··<, .·, -
es ti mu lar •• .• (TR~) .; o; b1~n)1 para' igh1t:iir .. ~( S'? 1 H );~ ié3¿.síntesisJy~~e~r~c;:ió? f.d~:r latr;ormona 
estimu1.ant~ .•. cie'.i~·:t¡;9ici~·~·:(v~·A·n~.tL~~:;'rsH·~·&~'ii~t1~~·~;~2í~-y:9·1·¿~·d~l~;ii~8íci~·~~,~ª~:t~ 1a 

producción.cbmC>.ial;beracióndela~·,fH:F .• in,al~~nt~.·a:niVeJ;de'l()s''órg~'ri'.~'i'p~riféricos, 
la desyodaci~~(Ór~~~6·~~~P~6íf¡~a· d-~ '·í~~ .;odCJ~i~Sn,i6~s · ~~t~r~i~~ ¡;¡· ... • c"c)n2~nt~ación 
intracelular de la hci~mán~ ~cÚva e i~a8Ú~a. 
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Hipotálamo 

SRIH (-) .. _, 
i TSH (+) 

~Tiroides 
1 

~ T_1 

c•-Pl>sma ----, 
Os 

~ ~' -----P-la_s-1m~a~~~~-·-==i 
Espacio 

Intracelular 
Intercambiable 

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

En el control de esta vía intervienen diferentes señales neurohumorales que 

llevan información tanto de las condicio.nes del medio ambiente como del estado 

fisiológico del organismo. De estas,. las principales son la disponibilidad del yodo, los 

;~]i~~~~~~~~B~~~~~1~wt r:~~~}~:?~~tIE~~!qf ~~¡~{:~~~ 
intracelular de T3 y ~4 (M~ N~6b, 1992). . . ... . . . . 

V. TRANSPORTE DE LAS HORMONAS TIROIDEAS. 

Las TH son moléculas altamente hidrofóbicas, por lo que circulan en la sangre 

unidas a proteínas transportadoras. Se conocen tres diferentes proteínas capaces de 

unir y transportar a las yodotironinas: la globulina transportadora de tiroxina o TBG, la 

r--- l'i11ffsrrn::o·r\J 
·-·-'···J -...1 l 15 
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transtiret!ll=ª o CTTf3yla albún,:iin1;1 (~llJ):E~ta¡; pr()te~íléls pr~;:;=(3f'ltc:n ~!f(3[(3n_t13 éJfin_id.ad por 

las distintas yodotironinas. La TBG•prese~ta la mayor afinidad a T4, uniendo alrededor 

del 70 al 75% .de esta hormonáy se ericuentra .• ú~ica~e~tej~n, lo~·.man1íferC>s._ L.a TTR 

muestra u·n~··•••.~edi~~~~·~!~ri~·~•~I·.~ .• ·~lt~·:i~P~~J~M./~~:Tf::~}?.•:·~-·~C!~J~;''~~!~··.:~·~?t~ín_~~::e 
expresa . en todo~> los ;vértebrado~L Por,·últimó,f la ;albúmiria.foe. ~n~';'a\T 1•' C:Ori'• ~Ita 

capaa~.~ci.·:'-P-~f~~:e~l~~~f!~~g~~i<,~~[~3'1;~~·~~~E1·~~Qi~~(~c~i~4J~~,~~t~~g~~~~~:~~~"q1~~e 
afinidad.•(Ki)po~:;e~tas:proteírias/:c¡Ue'•la'T3:y.l¡:¡·(f3.i~sí;;~rrc?ndicione5'16rmalesila • 

~:~;:J:~:t~~,~~.z~"!:!~~J;:f~;~;;~f f n1~.2~i,11,~f~~~'~¡bf~¡f~1~i¡¡J;ii('aI~~ 
órgam:is blanco y su retención a nivel circulatorio previniendo su pérdida renal o fecal 

(Kóhrle, 1999). 

VI. MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS HORMONAS TIROIDEAS. 

Los efectos de las TH están mediados principalmente por su unión a receptores 

nucleares específicos. Estos receptores forman parte de la superfamilia de receptores 

nucleares a hormonas tiroideas (TR), hormonas esteroideas, vitamina. ·o ·Y. áddo 

retinoico, entre otms. Estos TR se unen a secuencias específicas. de DNt,·::con.ocidas 

como elementos.respClbsivos a hormonas tiroideas (TRi:), los cda1~·;(~¿~.\~c~1i~é3~;-~h la 

.Aúncüand()~el,prir¡pipaL rn~~~riismÜfde ~céiqnpár~ la,rllayoría d,e los;e,fectos. de 

las TH e~ta···~:~cii~ci6·a·t~~Jé~d~;~~¿~~f6i~~~,~·i'f3;"~bci~1~l1~éi la'.tr~~~¿~¡p~ÍÓ~xÍe~'.-ge~es, 
las TH tambi~rf;~jer2~n ef~-ctC>s>;-é'¡gidOs' ~6tJ~l1dci .· ~ · ni~el de la membrana cel~la-r, o~ por 

modula~ión directa iigando-d~pe~die~te > ele funciones de enzimas y proteínas 
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citoplasmáticas. Estos mecanismos rápidos no están plenamente dilucidados (Kohrle, 

1999). 

Rompimiento dél enlace.eter · 
'1_ •. 

1 

Desa'rnihación 
r • oxidativa ,. 
1, 

r 
1 '1 .. , 1 ' ', 1 

~~!~~{~:~;;., =-~.······ ~;,···· :_LF\.::'. 3 ;,.-cH:C:H
2 

~·· ... · _-.~ .. 'cooH 
·: ·.. . '': .. · ... ' 1 

.1 
T4 

1 
l 

'-' ..; - -..-: Desyodación ' ...... -·- -·-

Fig. 6. Vías metabólicas de la Tiroxina. Todas las vías metabólicas señaladas con líneas discontinuas 
ínactivan a la tiroxina. La desyodación en la posición 5' ó 3' constituye la única vía metabólica de 
activación. 

VII. METABOLISMO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS. 

El metabolismo de las TH involucra una compleja serie de reacciones 

enzimáticas que resultan en su desyodación, conjugación y/o desaminaciÓh y ·en la 

descarboxilación oxidativa (Fig. 6). El grado en que estas reaccione::; ;óC,urran •.en_ un 

órgano tendrá un efecto importante sobre los niveles circl.Jlélntesy,tf~Llt~re,·~·~de,,las; TH y 

sus metabolitos, Estas reaccione¡s metabólicas nó se excluyen mulÜarfi~ÍÍt~,c'mas bien 

importante de estas vías es la desyodáCión.dA'Continuación y debido a los infereses 

particulares de esta tesis, se de~cribirá eri det~11t3 la víá de desyodación de las TH. 

Tli'8J-(! no_-['T )J! 0 ,_, ~ 17 
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La desyodación es el mecanismo predominante del metabolismo de las TH ya 

que de ella depende la activación o inactivación de las mismas. c:;onsiste e~ Ja remoción 

de un átomo de yodo bien del anillo externo o fenilo (en Ja posici,ón 5' ósu equivalente 

bioquímico 3') .· ó _del anillo _interno o tirosilo (enlai p'8siciÓn-~Ú:>~_5)'¡Cí8;1i:/:rTjó1écl.J1a ,de 
_- __ - - --: '-- - ·,""7 --- • - - - __ - - - - - - - - - --- - - ---- - ' - -. . --· ' • ~ --- ,,:-· ,_. • • "" '··. .-.• - _,, -

yodotironina. ·.De esta manera, la desyodacióri del'anillo ~~teirnc{U-~()~b'pC:ii-:,~~s siglas 

;~ ~:"~::;~;1;;~1¡~~~$~f ~~~~~;,i~~iI~~~¡~~!~~s~~~~~§i:ig~{jtmf W~~~~~~[.~: 
en la acc1onde JasffHtP;orotro)ad?,la r.~'.11oc1o~d,eur:iat~mod~,yp~odeJ4oJ3en el 

:~::~zít~~~t~f~~;i,~J;1!t~~~~~~~~f t~1i~ll!ii~~itJ~:~: 
metabólicas H activación :-:e:' inactivación)/•.Seconocen i· dos 'diferentes·'•isoenzimas'.que 

:_,. :;: -. -~- . :f·c ·-:;-)é\'/ :?~t~>:·i·~~-~-~~J;:r::<.r~~ : ~-'.>!·: -.. \;.:::_ :>/J:~--: ::~r::1.-·:. :":;·: .. ::_ · ~:·:·· ·: :~.:.-:-: ~:>~ ,_:, 1/\:~.~-~ r¡;:~t;>~'; P.::·:(:~~;-/;:~~,.-~~-~<:.ti_~y~: .. _::. f.:~;~·\:~.,.:-:_-~:{ '.·S·!:~<-~~; ::·_::-~ -:)/ .. = :>· 
catalizan la .víá,deracth1acióri (D1 ·y: D2):y;un'a<enzima qúe;catalifa Ja yíádei~iflactivación 
: .. . . : · . ·:, / ,; ;:- ::>\ -~ .. ,-;~+x-:;-:-:~\~: {t;:'<.:~·:.="~·~:~:;~~~·:;,~·:.~ .. \.;'.;\ ~~:.:·~.~~~~~::.->·_'.~-;·< ) :<<;1 ~f·:~ ;:(;~ .:-:)rt··v~ :'.-::_,:~: ·'~\:_,_·:~t.\:t:.--:,,,:_:w1-rr ~-\:·>¡~-~"l~:~l:-c:·~-:i/ ~ .. ~;··.'!.:; ~~~-}~· ... . \<,;-: __ :~ ". ;._ .. '. 
(03)·. (~ig;7):·:';~~tas'e11zi'.11as:inuestra?~Un§distinto' patr~~\0,dé}~.xprésión ·dur~nte. el 

~~f ;~f i~lf~¡lfiíl!f ilili1[(f f l&f Jli~f lli11f I~f~~~ · 
regu lac1.onjdel {e Je: hipotala[11q.~ti1pgf1sis7t1roi. d~s•, (Bjanc:;q·;::et¡>a/.¡¡;; 2_0.02;5 l{()hrl,e;yJ 996; 
Kóhrle .. 1 .... 9. ·~. ~·)· .. ··. ·:· ' -.· .... -.--··.· .;·-· ····;:,: ····:; '''.':/:~·~';;~l;i'.r•.:i:';':'f.· · ·;:,~-· .. • ·; .. ·.· .. ;:,.·:· ····.~{s ;<";:',;:·i··' •- ·· ··· . ::~~~;;L~: - ~-·'·_.,, _ ... <'L> ~~:··~':>.T·"· ::/-."', ·" :~ ~:º ·-"' -•.·.,., -~,,,,"·:. ··" ..... ·- · .. 

h~~'~t~,;l~~~~~~~)~~Mal';~:ft~¡~~~¡~~;~g~({~ff f!~lfi~i~1i~í[~~q~,~d•, 
sin embargo,:;ac,la '.;fecha<·ser.han;:clonado'.i•Jos:~.cDNAs;~qúe.,:cod1f1cari"c'.para :fas•• tres 

, ·:·.: ~<-:J·'-::' -:::~·:·' , .. \:.:.,.- ;'_: '''.~-?" .: -;-~;:t~H- ff ;:~~ :r<~'.~:.~:.: ::~;:;; -: jJ.":~;;:~·;}:r: .... ~'.·:,;: i\.\'';~¡~~:;-~J/:-2~''.~"! 1;.~;~::.>~ ·~·.\:t.:·.::/:~~'.;'. :~·~:; .. ~.::I:::~;:;_,./,,~:-~ -~·:t~;. '.·;·.)t~·:'./, .-.'"·r.:·<·(,~ '. .'.·-:,~:~:·:_:_: · ·· · .. · .... · · · : 
desyodasas ·.·en: _dif§ireotes .¡ especies·,de¡¡\1¡3rtebrad6(,( Kohrle•':.1999):: A• parti r::.de •· e.stos 

· -; ~. ·· :.: ~,,;.,. · '~'.·'.;;:·:'::·:·.::~-.\;~~ .. ~:··:'.~-:··<~~?~.r...:·:.~:~\:-~_:':':~·;·~;;,~;:2.~r~·\'t~,~ :~r.-·~:;_",::,~:~·1J-?~:.~t-~~:~1;:y.\:~~??X:'Y ... r,~}::,,::\·:~: .. :?::_~\:::-_-~ ~:·\/.<:·:.~-:~---·" ~~ ~:::~ .: ·.;;.7·~'.~~1.:~;~:~:~: ,\:-:~>;:-_:;:_y,'[:'.:, .• .; .. ·. · ,_ . 
datos .se' ha· ~n~ontr8:d.o;que:j.las?:enzim¡;is '.responsabl.es{de.<esta i'•v,ía ·.···me¡tabónca 

~:~:~7~A~~~~f 1~~1~~l~~&¡f~~i~i~\~i~'ffe}f #,!~~I~~~!::~:i:bl~ri'!?~.~i:~~ 
las característ,icas de las el12:imas qu~ C::atalizan Ja vía de activación (5' desyodación). 
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To 

YJ!L ............ eri.ztMA .A~IL.LC> 9u. !'.o.e.s.x.o..o.A 
ORO e ma ·.ni .J-'ruÍltlJ'.'rko?Oik1 

ORO Dl Ft!nUu 

.... !~.~ ..................... ~?.~ ............... ~:!:.~.!~.1.·~ ..................................... . 

Fig. 7. Vías de desyodación de las hormonas tiroideas. Se muestra la desyodación secuencial de ras TH 
a partir de T4. ORO, desyodación del anillo externo; IRD, desyodación del anillo interno · 

1. DESYODASA TIPO 1 (01). 

a. Localización. La 01 es la enzima ·111ás estudi~da de d~s tres y .se :localiza 

~::;:~n::::~o~~:::•:1~~f ~~l~~~1~.l~~~~~!!ti~1~1ff~{~~~!k~~¡:~F,~: 
aproximadamente 27 ;ooo;da1tone~'.y:sa16 :~úecie-tunciÓ'Aaí:icoffi6'.bím~~b~rWu~;ami:iiente 

.'' -._ '':~ .·. :::>·:··\.:.:.: ~<.';~-:·.;,,'~·::<·:-.·;: .. :':.".: .. <'":.~\·?:" .. \·:,:f.~:':".}::.<:·;·:\ ..... -'i:;· ~~·.:.~_,,·,.: '.· .. -.-::-r-~_ .. _ .. :_ :~·-.·~ "_-/·:::·:.\. :: :?< ·:·:):.:~--~~-\·./:';f.'·?'~~:::._,·::.·"·~··.'<·:· . . 
tosfolipídico. su 1oca1iza~ió~'sU~cel'lí1.~r'.:es'serT1ejanf1:1·efo'1.a m~yoría\le 10~'.t~jidos' que. la 

contienen. _.E 1 ..... n;~p~fu'$r~~;jk~~1,~:1:,,~~i'.Hb·~·"~.~~i;!~~~.:J~t,~~¿a·Q~~f~~~§r.~~~¡.ir;;:;;;1 '•b6·~ . un 
único domino transrí,:ie,:,.r):ll)raríal! y 81,:.extremo amino-terminal.~~rientado 'há.~i_a ia luz del 

retículo. endopl~srfiic,o: ~.!?ii)'.;er;,bargo_;. aunque . aun ~s. ~urÍ;,·.~~~~ct~ ·.d~b;affcio, la 

1oca1ización ~utrce1·u1arAei1a·g1:madura pareciera ser 1a.l11enibr~f;~i:iLa~m.~tlsa. ~on e1 

sitio activo orí~Atadb hab'ia E31 citosol. Esto confirmaría lo~ dato~ repcirtadO~ ~n riñón y 
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tiroides acerca. de _léJ l().cali~acló_n m13=rnbr-arialde esta enzima cryi.uray'.3m13 et al., 1985). 

Además, esta localización está de acuerdo con la función propuesta para la 01 de 

proveer T3 circulante,<ya que_ofr~ce unaccesorapido ,alaT4 circulante, a.la vez que 

facilitá la . exportación de la .T3 prciducida. ha.cía· 1a circulación (Bianccí. et al., 2002; 
'-> ,·. ">, :··:·,- . <',-'· 

Kéihrle, 199_6; K6c~~!8:_·:~ ~~:~!:_,. '-~ ~,-_ _ ..... 
.. ·_;:_ ~ '.~:-~r~ -~t: .... ,-;~·-'· .> -, - -_-- - -..- - -· 

b. Función. Se piensa que l~funciÓ~ de j~D1 es la de Pf.OVeer T3 al compartimiento 

.·._:''f.-· -·; . .:;:·:·">,--,:· .. '·'· 
··:,.-, .• ·:'.:::··'.»';'.•/ 

c. Características cinéticas. La 01 es uná~~~f~~;~l~tÍV~;rli~rit~~buridarite en tejidos 

:~~:~,::º ~:::,:~~:~?~;~:~;~~1~1i~~]IJ1~\f 1~t~i~f ~~~~f~~Vit?~ 
aproximados en el ra~go -~m10.lar,·A di.fe:renCia'.~edas'otra~~~syoda~as,daD1escapaz 

de desyoda_~-- -~~-~~g••_8:'_i~~N'~c'rx¿{Íf~-~J:É~-~§t~t:lÓ+~~~p5§;~~';;1~;-~l{1~f ~p1~--€~i±~:Jf-~sr.rormar 
tanto. T3<cp!TI();:r,T,3}§e ba.pb~~ryadqjq~~- '~- prefer~n·~¡.a·por desypdar;;_ up?u ot_r~. anillo 

:::~~~li~~~!f fi'.¡~~ll~~¡~~1~i~~~l7~~~~;j~~~¡~i~!~í~k1tr: 
1999), .El lll~canirmo c_atal_ítiCC>;cje.la\0:1 esfde;itipoping~pong,~i.subs,trato,'siendo la 

~:d::~]:i~·~t:~~~~~~llt~¡f J1~~&~i~i~~~t l~~~~~~iil~tff~{~~::: 
conoce. el. cofactorjeodógenó de estas: erizimas;'péro· se ha óbservádó tjüe"e' é:litiotreitol 

. _ > -_~:_:;_:i~:-.~ t::~~:,.:~. ··~·.;;~ ,;;:.~:~: .>·~~~-~i:._.;>,»~>-: :~; .. ~; i~·;:~~;-~:;~ <~-~-~'.:··,,::.:;;~~:~:::_;~-~~~~"'~:::·~~-=i';:_f :.°;~:,;:::.~~;:~, ·: .... ~:~.:_i~;;,::~.~-*d;~~\~;t:~~-". ·t-·~~ .. ~::·.;r-:~'.· ->re:"~-,~-~,:~:: .. :-;}::;~;{: ·::;~-.- ~ -.. <· ·_:- -. · 
(DTT) e~ ~l'cofé3Ct~r,,,más.f,eficiente)n;vitro.~.E.l;:siticii<:atalí.ti?oSdéJas\dé~yo~aS,as.· •. está 

confor~ª_P·~~·~~;~r;l~~Hf~.~;iH~i~i~gc'>m§,,~~r,¡.~,i:ig}~~~~:?;?.g\~t,*Jr.~i:~<.~~~-2:f ~1l~,~~:.;.~f r~g~Qe.sis 
dirigida de~esta 'SeCys•-po"r'tl.üia iCisteíiia''.foltera •1as~cára'é::ter'ístiéás'.dé'ilareacción de· Ja 

- '.. ·.::~.--·:;·: _ ~·-:~'.\- :.f;j;:~ ·;/H//'.\, '."'~-:~---~'.'}~¿-\;~_'fii.~;}~~S'::~'~\~'..:l::.:::;·f~:}~{: . .:.-~;_\: _:--~_·:-_~/ ': ... _) ~/·;: -·;·.:;.:\·:;._~-,~~:?':i~:::·-:.:;::;~)Y/;·.-.:.; .. :~~'.:·::~1~,}:;/!:~·-!: ··.>/,-:::<-:'.:y:,:: :--' ·.-::_ . 
enzima .• Una ,de• l~s,caY8,c,t~~í,S,tIC,a5::b.ioquírnicas de la ·01.é~i~u'.suscep_tibilidad 'para ser 

inhibida .. p~~ :~\~·~~t~~ ,¿ci~~"{i~Fti~gi86b~á áúri~a ~ <~1 :;p:rtj~iíti~i~6i16;.;('F>;u):•···E~ta 
caradei-ístiéa río e's'co¡;;pártiCÍa por la 02 y la 03, por lo que·~¡ UsÓ,de~,e~tOs'agentes 
permite distinguir ex~erirne~talmente a la 01 (Kohrle, 1996). . . .. .. 

TESIS CON 20 

F~~~I r.~_ ~ e~! u~:-.Sl·.J 



d. Caracteríf!Ucas moleculares. Con l
0

a clo11~ción de¡I cºf'J/\ quec()difica para Ia D1 de 

rata se d~~c~b~ió que ésta pertenecía al grupo de las selenoproteínas, ya que, como se 

mencionó ant.eriormente,·contiene unaSeCys_en.e¡l,si.tio,acti~o·. dela molécula. Esto le 

;~f ~~~~{ill~~tf~;1~ltl~tif~lti~~f f ~:i~~~i~~g~J~ 
través .. · de•·· una :.·secúencia •.específica.que ·se;ellcuéhfr~ :eri.la"región3' .• ro ~.trád.ucida ·del 

~?f :~f if iJil;f f i~!1f !1!1!!;!I~!llf 1~1r¡¡t~t~l!i~~t::~ 
Además ,d·e 'í~ .~lonaciÓn i:1e1 ~DNA~ ~.Toy~da' y. c~l~bo~ado~~s, (1992) Úescribieron 
_ . ,, . ... . .--. , . -.,J(.:-\::.¿_·!. <::..~t. ..... ?:.x:·, ·,· ... ,!, ; __ 2L ,'::.;3~':·,f:·.',~\J:'.;·:f_;,:'.:<:·~ ~;'._t;~~·~·:;:::.r-::~·;·::·',:'· . .:,:2;~):/;··:~¡<:<:e,-:;_~ .. í~:::::·:.:.·!::)::;~- ,::~ t':'.·:·:?;;\:'.··. ;: -1:·< ·~ ;¡..-~.:,,:' ~:; :··. . . 

al gen .. que·. c;ódifi7a·J?araJa' D1}(l)ló1)én'human~:'·~d analisis mostr~ la~présencia. de .2 

TRE 'tu~~;i:gH~1~E··~~¡}~~:fr~J~i~Í·~~~fü~~~~&~.!.1:(~I~%?-:t~·~~~X~;![.;~,9~~}~~.~·t.if~a~~n . 1os 
estudiosfis.i()Jóg iqps, c¡qe~·;cohti?Uá~ión .~~/;itie.fen ;f~f) .cj(l?de._sehab í a ·sugeficio. que 1 a 

reguláció-~
0

ci'~21~7ó~';·'.b~_t·1~~¡·f.fü.:~E~-,~·;0N~:m~f~t;~~~~cir~;ªt> ,: · ·· · · 
.· ·· . Y~<~'..':·:1::·.~;?:·;;. :'· :)· •:i1i~: (rfr::~11:¡:·?M."±i: ~.··>: •.·· 

:~:·!~1~~~~r-~1~il~~i~r~i~~~i!l!~E~S~i~1;;;~~!íJ~~;r:~:~:;~:;:· :; 
organismo y la partiCipaciorí de,ótrcis'•mensajeros:·neuroendocrinos.. · 

, . ~ _ -~ -·.·~·~->·:;, ~~ , :_,: - -::'"'-··-~, r.«:;_.·· .-~ .. : ... ~-".~·::·.::~- \~_-;.;.-~ '<J~_:,;~-~-~.;~~::~;-~)r :·. 1- ,~.-,"e---,~,~~~ ~-,.x~~;.::·'- ~" ·:._-__ . ·.'~-e "' 

mlsma~:b::,;;~~,~~~f k~'. ~~"'.t~"Jkf ÉÍ~~~!~lf ~~$f~er~llri~:~:~~1~d::n:: ':: 
modifican los···nivel~s· .• circulante~dela~7H;· la•:ac~ivid~á28'~~~b·cÍ~tlJa•·seve·• m.odÍficada 

~~~~i~i~;~;~1;t;B;3u:~;~~~1~~:~~~~~l~~1~1~~1tW~iJ~l~lifu~ 
el metabolis'mo de las TH (Kohrle, 1996). Además de l~s eféctos scSb~~·Ja•adtividad 
enzimática, los niveles altos de estas hormonas estimulan · latran~crÍpció.n del D1-
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mRNA, es decir, el efecto de estas hormonas ocurre a través de mecanismos 

pretraduccionales que se justifican c:on la presencia de los TRE en el gen Dio 1 descrito 

en humanos (Toyoda et al., 1992). 

El a~orte energéticota'rn~ién regula a la actividad· desyodativa. Sin embargo, los 

. efectos observados sonsecühdari()S ci.Ía. di~p()ni.bilic.l~d d.~ls,~b~(r~t~'.~As[1 ebayuno se 

ha asociado con·la·dismicJción de 1~ .. ·activid~d°,1·.· h•epáuC;a.d~bido ~;u~•;d~cr~m~nto en 

~=~~;~:;~7:::~~~:if :~~:\ !~l~~;f~~~]~~~~~l~f jJ~c~~~~~Z~~l~~~~~: 
de la actividad 01 hepática. (O'~ara.·e/~/.( \993'): . . . 

~ Ayuno -------------. 

.i 
1 Secreción tiroidea T4 HIGAOO + Receptores a T3 hepáticos 

• 1 Consumo de T4 
r------__::ntenldo de tloles 

+ T4 yT3 plasmáticos ._ + Producclóf hepática de T3 

li~•m 
~ 

~ 
~ 

i 
~ Contei 1ióu hepálii;;:, de T3 

i + 5' 01 mRNA hepático 

i + Proteína y actividad 01 

._ + consumo hepático de T3 

Fig. 8. Secuencia temporal postulada de las alteraciones de la economía tiroidea en hígado de ratas 
ayunadas (O'Mara et al. , 1993). 

22 



a. Localización. La actividad de esta enzima ha atraído considerablemente la atención 

posterio~ia,sU descrip,ción en •el.,cerebro e.hipófisis de rata ... La D2tiene una distribución 

más limitada qu~·l·a:D1{ lan1ayoractividadse.hareportado8n el··.SNC,la.hipófisis, el 

¡;:l~;~?~~~l~f 't¡1!liií!i~llili~iilr11;j¡;¡~:: 
Kóhrle, 1999). 

. ' , ::!-.:,:,.· ,. .. "'<' 

"'-'·'=-.-.· '! .. ~' 

c. Caracleri~~J IJ~'.~i¡/.Wd1~:8 d1iecenc;~ d9 1 a D 1, ,la D~ U9lcamente d9syoda el anillo 

"'. __ ~ __ .... __ .; - ' - . ' . 
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no es abundante. El mecani_smo de acción de .la [);2 es de_I tip_o s~cLiel}.cial y no es 

susceptible de ser inhibida por PTU ni. tioglucosa áurica (Kohrle, 1996; Kohrle, 1999). 
'•,· .. _ 
.-;. -

: ~~1;~~;~~~;11~~g1g:~i~~t~¡ri~~,~~~:~~l§~i~~i~!~~~ilf ,l~:.;'.:~: 
grande•" ( ~8 _; kb )?f Sªc'cl o,nacióntpe 1 cp NA~·qLJ e T~(Jdifipc:J~-pc:Jra}ést_c¡<erizi 111ª~~ e-~·d i ~ti_nta s 

::p:,ci~~i.~l*i~i~¡l~~~~~~i~~~~~~~~r~1~~1~~1~~~~i$~]~~~,~t':,1~ 
desyodasas;". la°:~it~rnbién pontiené'.e.1.:~odóf1 • fal~a·d~ p~r~~JGNériel, marcoabierto ·de 

1ect.~ra,~~~'.·.~ie~.iJ~~E!:~~f~;·J~."lQ~~~~-~r1.'.a;:{.;.~.~8'f~.-;·~.iC~F:0'~ ia· s~cú~n~ia sEc1s· en 1a 
reg1on .3' n0Jraduc1da ( ~t Germain Y,.Galton/t1997);.: : >. 

,rn°2>(~~~j~iii~~~f !~r!~~~~~i~~~!W~~~d~1~~;~)j~~~;f~~'h:0;:;:.~º ~~ 
las· genes'derata,(je ratóhy'de'.húmaíio:i\Adeinás, este,gerí tiene varios sitios. de .unión 

~~:;:r~1;t;t~.~t~i,~~,~~~i~~~/0l~~~~t~~f~!í~~lttL;t~t:=E~ 
cé1u1as glia1E3s (v~r'~~~siM cj:~~.#~la~ión>.· \< ,., . ···. :L .:· 

-"'-,~ ->~-!(j<-.-: -~~~~~~.~~~::''. -~:., .-;;,_:~:: __ ;:_,~~.'.'.:~·J .. -:.. .,-,~--~ ,>L:;'.~ ~<~·-,~· .··. <·:~~~, 

e. RegulaciÓ,}~';~a o2,;al Igual qZe·.1a D1 ,:esreguladapor.lasTH;: pero•. sus efectos son 

:;~:!:,~il"~~Wi~~~~iª f~~~~t~tt~~~~'~f~]!{z[:~~!:!;~~FE~~ 
activida~ d~·I~ Ó.2'.s:or1 la-~T 4 yJa"ri:3, ·.mientras que la T3 • ti~ne un.ef~ctó ·pobre sobre la 
actividad de;~~~~·:~~~i.ifia/·: ;r • • . · ·•· .·· · · ' • . · ·· · · · . . . · 

L~~·~~;d~Ar~'*·;~:,·j~·él8~íó~ a través de los. cuél1es .ádúan estas hormonas son 

complejos e;in..JdJuc.r~:g,'pro_cesós tanto.pre- como postraducciónaies. Se han observado 

cambios rapl,db~er1 1a·~~tividád de la D2 en respuesta a las y~dotironinas que incluyen 

en principid:' una· regt'.Ilaéión postraduccional. Esta regulación puede involucrar 

modificaci~nes ~n '1a estructura y estabilidad de la enzima, en su vida media, 

•rvsrr' (·,n·'T .c.. l>) ,; )J.'.! 

FALLA DE OWCEl\f 1 
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alterac_i_ones e11 su transporte intracelular y/o aumentodesud(3gradación. Sin embargo, 

en algunosteJÍdos como la hipófisis anterior de rata hipotiroid~a, los niveles de mRNA-

02 setriplic~.~· mientras que en el hipertiroidismo disminuyen;un 30%: (Kéihrl~, 1996; 

~;;;i~°'~J,~,I~:!~'~.~:m~:p:,~;~:;~~ri~{~flf~i1§'1t~~$~i~~~~t'"~: 
disminuc;i9,í)t~~\r"flRNA-D2 posterior· a los,~fe"c::tos:s~br,e ila~" 13pti;ti9~dJ~n~in1}3.tica, 
prindpalmente"debidos a la administración deT3, la'cuáLtambién denÓta mecanismos 

de regui~d6n:p~etraduccionales (Kim el aí.; 1998; sGríTleister et,~!., 19gj;'..Yasuhiro et 

a1., 1999). :L:· 

Adeh,¿5 del e;ecto r~~ulatCl~io de. las yódotironinas,. la a~Úvid~d y el mRNA de la 

02 aumerit~n ''.si~nificativ~;m~~tepc:lr' la._a~éión"de <~g~nte~ ~~Je .
0

increméntan la 
.·. ___ ,--_,,-.·,: _·-~-"',.·.·;.· . ., -->~:- .-:~·-.--... '··.-·.-:-.· -._,,_,"''-:. · .. :.:· ·-...... ·.·~-<''·•''~-~-- "'.·' .· .. _.-._·::.,·-·:;_ " :-;.' --; __ ;_·.:·,¡:,··. 

produccióri'decAMP en BAT;·en.células glia.les en:culti.\/o y en múscUlo esquelético;· por 

:~~~~~~~~;f '~t;f~:t~ti~:~~~~~t~~~~~~~~~iMt~1~t ¡~:;~~i~i'~lti~~~;~ ,:: 
hormonas .--~ueXIncr.elTJ~~tan Josf~iveles¡Intr8:9elularE!s'de , éste,;comoi· s°:n .· •. er-.p,éptido 

ª"''º"'"'."~~'~b\);~~~f:;:J•;~~~;;~;~~f EiJ~~i~~,i'.~~é«":~;~~~~,t,:j,~;tl,,~;¡> ·. 
Se ha/ descrito >cierta• rití1J I~i~.a~(cir,cádic~ fe'11.- Jay.aCt.i~idad\y/m RNA' D~, de 1 a 

~=~~:r1~:~t~1~~5~~tf ~~~i~Wii~f t~f J~~~~t~f ~l§~!t~Jf lii~f~t:: 
mecani~¡,,¿~ e~dÓgenos J3-adrenérgicos propiosde este.tip~ de t~}Ídb~Úí,'lur~kamI ~tal., 
1988; Tam1ka et al., 1987). 

VIII. HORMONAS TIROIDEAS Y PECES. 

Como ya se mencionó, en el caso particular de los teleósteos, el tejido tiroideo se 

encuentra como folículos dispersos o como grupos de folículos en ·la región faríngea 

(Gorbman et al., 1983). De todos los vertebrados estudiados hasta la f~é:h'él~; l,()S peces 

presentan los niveles circulantes más bajos de T4 y más altos de T3, ql..l~.re~~ltan en 

una proporción T3/TA 3lta. Sin embargo, a pesar de esta relación, no existe evidencia 

'f~SIS CON 
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de secreción.de T3 por la glándula .tiroid13::; .de. l()S teleósteos.en C()f1diqiones normales 

(Orozco et al., 1997; Morin et al., 1993) .. 

L.as:THparticipanen •. ·difere~tes·a~¡jedos.cie1a···fi.siolo'gíatÍroidf3a~teleósteacomo 

~~;J¡¡;t~lill!!f if ilf li!lf ll\llJIJll!t~~~· 
migratorias favorecen la pref~rencia por e~te m~dio, Í'rW1J~~~'d() ~~í ~~·l·~;coriducta 
migratoria (Norris, 1985). 

A. DESYODASAS EN TELEÓSTEOS. 

La presencia de actividad desyodativa en los peces se describió desde hace dos 

décadas (Leatherland et al., 1981 ). Al igual que en mamíferos, el hígado .ha sido el 

órgano mas estudiado, sin embargo, la información referehte a. las 6~r~ctérísticas 
-' - '·- .- ,, __ ·- . ... . .- ._.-."· ._., •. - -... ;< . --: ... o .• > ' :o • 

26 



por PTU. En_ contraste la V1TIC1)( y la tas13VniaxJKrn de la 02; son 6 y;20 veces mayores 

que la reportada en el cerebro de rata, sugiriendo que la 02 presente en ,el hígado de 

pez es una enzima muy abünd_~r;fe y/? ryiuy"~ficiente~ Así, la cc):e~presió~ atn.mda~te de 

estas dos enzimas en el hígado de teleósteos, aúnaclo al támáño\i localÍzaéiórl'del este 

órgano permite contar con un rho~~¡() id~al para e~tudi~/ I~, rf}guÍadiC:ln:de esta vía 
- ---- -!_o':-:cc_'_. ___ o': ____ ,--;;~ - --·--'-',--=-o~---=o-=o=-.---i- ·c-oc-;-o.=.- ---·,_---,,--.•-

metabólica. 

1. REGULACIÓN. 

Los estudios encaminados a cOn(¡cér los :,fac:;tar~s ~qúe' participan. en·. esta 

regulación en peces son esca_sos.y{han c:o~pr~ndido/el-anéH~is ~~ )~ ~~tividad 
desyodativa hepática tota.1.·,_AL igual,_ qu~e111_os.rria~íferos;/aun9ue e)(isten•.dife~entes 

::~::::o;~:º~F1~~.;~,.i~~~~;ºt!f t~~;~~~~i~~~~~~~tt~~tWI.~Y~%ªd del 

.- Estudios:,, en:'·.los .: que tse;;, ha:.aoalizado};~I _ ctividadr• ORO::totali'durante la 

. ·: · .·~·. ~ < :~':;,;/_-~-; '._·:: :~_-./>' :~\:'..~~: .-·',~?~~:·:<.,,.. ;?. :'.:: -~ ~.::i~-;-~~·.:··::_:?i::-,: .~ l"f;,~~~,:::~.;·*>':i~·:_:~'.~¿.~t~~-t,J:E~Y:~'tf:::!;;"..~~~t:0:~S~t~.?~.'-~}~f~;:'.-:::;';,:;.:~~~;J:\i>:'~~:y;~~ ~:~ :~:J;~~:.:::~t;-.;·,:A .. ;:->::~_\:~.~. ,_ 
esmoltificació~_han• rriostra·~o~:una '~orrélació'ri'''entre¡<esta:;a'ctivida~:·~e~ybaativa .• ·•y los 

~ive1es··~ir~•~.'-~.?\~~'.m~(;~60;f ~~ó;.~~~1~}R~t~~~~~r~g3J~·~f~-.;~Í!~t.~23~~,1~~-~:~g~~~Eci!.~tintos 
org anos• estud1ados: 1.Esta :corre! ációri ;pri nCipa 1 menté(se,da. entre ;Ios\riiveles Circúl antes 

: . ' ·. '._: '. _.:. :':: ,- . S!}· .: }:':::~.s:; ;";· . .-~ ;:-;., ··,. -'.~:'YZ';.; .::;\;t{:·;::::~~:;;.;,;¿;\'·_::>/.~::.~-.{:.:;.~ 1:;,~0~'.;~·:·:\~·i;>·-1l>.~?;,~='.~:·.;t5;~~~:x.~t:{ ~:; :;~: ~\.'.:;:::','.,~\_ ~ i /\~~·! ,\/h-~s:~¡;:;·:;':{:>· .. ':~;,.~ ;:'?/:; -~'. :. ;:·.:; .. ':-·· -.·.':·: ~: .. ' . . 

de T3. y·-ia_. ~ctivida_d_::RD _he_pática,(Moriné(a/:,·1._993; •• SINeeti.ng,·et'a/.}/1994 )> {i•t 

:~;~=il~~il~~rtel tl1f~f f IÍl~~tilíitlil~}~~ 
a la 080 hepat¡~~i.:t9tal\(Ec1les,~y:Fi~nson, 1991 ;.•.Swe~ting :y\Eales:;;1,9~2).'Así, .. ·_ el 

:~~::f Jf~1~i~&i~t~~~~~1~I!:::E~2:::~~¡1;~~~Jfr~i~;~:t~:~:: 
inhibe complet~nien;e~~i~h~>a6°ti~idad (Ea les y Finnson, 1991 ). . . ·.· _-- - . ·.-

- . . " :·~' e, ' •. 
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TABLA 3. Regulación de las desyodasas en teleósteos. 

Estado tiroideo Tipo enzimático Efecto Especie estudiada 
Actividad ORO 

Inhibición hepática total. Trucha arcoiris (Oncorhynchus 
Actividad rT3 ORO 

Hipertiroidismo hepática Sin efecto mykiss) 

Actividad T4 ORO 
Inhibición hepática 

Actividad 01 renal Sin efecto Tilapia del Nilo (Oreochromis 
Actividad 02 hepática Inhibición ni/oticus) 

Sin efecto 
Tilapia del Nilo (Oreochromis 

Actividad 01 renal ni/oticus) 

Estimulación 
Tilapia (Sarotherodon 

Hipotiroidismo 
melanotheron) 

mRNA y actividad 01 
hepática Estimulación 

Tilapia (Oreochromis niloticus y 
mRNA y actividad 02 

Estimulación 
Sarotherodon me/anotheron) 

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

Por otra parte, el efecto agudo (1, 2 ó 3 días) del suplemento de T3 y T4 fue 

estudiado también en la trucha (Sweeting y Eales, 1992). En todos los casos la 

administración de T3 incrementó los niv~les •ci~6ui~nt~s de T3 y T4, y disminuyó 
. · .. ·- -·----;' t- •:,e·,_-_, ','--i ~'-:,.-• •. •,,. . -· . • 

significativamente la actividad QRD hepática tot~l.~Sir1 ernbargo, la ingesta de una dosis 

;:.~
0

~ 1::::~I3~i~~~~i~~~[f ~titltí~~l~il~!~~n~~~~ :::~~:m::, 
hipertiroidismo, p·ro\lo.~.ªdo/pClr',la;)admi11istfaCión~ drn3/y· eL aHmento· .. racionado en. la 

~:~:::;l~~ig~~í~~t~!iri~iíll~illif !~~~~~l,ii~~~~~¡zi:~:: 
las desyodasas mam_1f~ras!'. Loi;;;¡iutores ·.ci~s~r\/aron que· .el· ayuno d.1sm.1 nuye·1a .act1v1dad 

T 4-0RD, . prov¿·C:a~d;~.:úH·.~fe~~&:.C;c:lrÍt~~rlo; ~n la .actividad rT3~0RD. P~riii·.k'j!i;~~C> de. la 

administraC:ión•·de'T3, Clbse~~a"rC>~ que este tratamiento provoca disminución de la 
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actividad T4-0RD, pero contrario a lo que se observa con este tratamiento en la 01 de 
=- , - _. __ ·- - .= ~-- -- --· ---- --- - - -o-._.~-· - - -' - -- ~ 

mamífero, la actividad rT3 - ORO no se vio modificada. 

:~:~:::;t1~~~~f~[lt~~rJ#~~~~~~~~1t~~~~t~~~!t~i[~~~I;:; 
alimento y el segun~.ó eri•lá'adflii.nistración de FSH porciria'(I.p.); 13sta~última·pr.ov~ca un 

~:~~~;j;:~~f qtf~~1~~ªil~~~~~rzfit~!~i:$:~~·i~~~;t~~j~f~~~~[~~~: 
lo que se ha~:Ob~~rv·~da: en. niamífems,. no· observato~: c~rnbJOs?s.ignific.'3,tiyqs.•'en Ja 

:~:~~j~~~f t~~~~~!~JJt·~:~s~:~I:j~~::~~~~~~~~~~~~i~~f~F 
V~·~·.• cj_~.1·~-~it~~;P~c~l~-~orador7s ·. -~f9?:1 ),,\;:~t9~I~q~f :;1~~J'..~f i·qf~~~~~~.~J,~,~~-f,i?~···•d.el 

hipotiroidismo.',cronico. (90. días) in?ucido POf(·m¡:¡timcizol_: en ·.do~ :•es'peciés}deé ti'apia 

( oreochro~is · nit;t~cJ_~ .. ·.·~·-~8:0~t~~~~~º.Q_r1¿~{ª~~·~~.~GEF~i7,~.§~~~A~qt:[~~g·'.~~f.~'.,'.~i,~.~\~-*~ión 
tanto de la· expresión. como7d:ila:"a?tividad'.,de'Ja:D2;~epatica:·en'ambas(espec1e¡; .. En 

::~:;::~:~¡~~:. ·::~:,i~~~l~~f ti~iil~~~\~!{~~JA~~~~j~~~J~~~¿~J~tt:: 
permaneciendo constante .. ~p~:~~rn~/anothero17;>'taotojla~expr~s1()n'c:JE3bmRN,A. coiro _la 

=~~::.~:~~::~lfa~~~~t~~~f 4t~~f ~f i1f ~~~~~[~i~~ti!l~1~i1~tI~~ . 
regulatorio del·est~~o'hipotir,oicjeo;en .. estas espede¡;_ es contrado aloreportadci'en•otros 

vertebrados hait~ l.a·.f~ch~>': }' ~:·"····· ,~;;j : : · , .. :,;.·: .. ·.:._ .. \_·• .. ·. ;;;l ·:.\'.·.:::·.;;~i .;.' f{ x';i,..;¡';;: · ....•. ·_;_.·.·· .. · .. 
. ·.· . .. :," ~ -~' • " , ...• ,-,, . ·- '·· ""· i:·"·,,·· .. _, ., , .. -... ,, ;.~~·<:.:_r~~:-/·-· .·-_ 

L8,f -.~;~~i,i.~~rg:f \'~~~.i~~,~:t~~~~B.9~1~~t6~L~~í~~~~~~i:~~:~~:~]iB~:~{1~~!'fe:.· 1.ffi~1bc·{.~~e 
pueden hapitar¿:ta7to·~.rn~?i~s~de/~~ua~dulC:é'.'cóm __ o.'rriari.na"y/tjüe~tiene.~.~1a·;c~pa~idad 

:~n:~J~~7t~r·t tf ii~t~~~~r~~:!!~~~~i~:·:~:~,:~:~~:¡i~~~itl~~~:~~ 
hormona~ come 1a prolactina, ~1 cortisol, 1a corticotropina, 1as catecolaminas, 1áGH y 1as 

TESIS CON 
FALLt. o:? ('! 1~.':GEN ·-·----· .. -·-·· .... -----~ 
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TH. Estudios en nuestro laboratorio utilizando al reto osmótico.han mostrado cambios 

en la actividad desyod;:¡tiva de las enzimas hepáticas en respuesta a los cambios en la 

salinidad medioambiental,. 

Para el.<~¡~~;p~rtic~lar de : la . trucha, hemos estudiado el efecto >de.· un reto 

hiperosmótlco~lig~rgi~(2arnbiode o a ·14o/o·de agua. marina)···s9bre'la ·acti-Jid,a# '~ei.01 y 

::~s~g~¡1~~~~t;~~f ~tri~~iI~~~ll~J~~~f~~r~~~~a~1tf~i¡~:~~i~ 
hepática: ~.En< contraste, ;;las '.actividades; 01 .del 'hígado/}.<~de:;branquia:no; mostraron 

:~:¿~~~~i~~~~t;i~~,~~it~~:~€1~i~~~~t~i~~~ii~~~~i1!~~~~i~I&~:~ 
Estas··.· resUltados ':muestras tjue\un <cambio)igero ·1.enila.c salinidad \_es~:suficieinte'' para 

:::::~;,:~1f ~~t%1~~~íf~i~~~~¡l~i~~r1~1~ti~,t~r~~i~~~t~:: 
actividades 01 y 02, posiblemente mediado porTH (Orozco et·al., 2002b). · . 

en el F. 

hormonas que se modifi~an · ~n. respUest~ ·.·a . ca~bios'. m·eciiáambieíltáles.· están· las 

mismas TH. ·. ·.·. · ·•· · ·. · · ·· ·. ·•· .... · .. · · · ·.· ... · ·.· . 

El objetivo del presente trabajo consiste .en· analizar si <las·édistintasTH, .con 

actividad biológica, regulan la actividad de las enzimas que 'cataliza~ 'su vía de 

activación· en los peces, así como determinar el nivel al cual 'ejercen esta posible 

regulación. 
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JUSTIFICACIÓN. 

Las enzimas que catalizan la vía ORD son reguladas de manera opuesta por las 

TH en los mamíferns> Los mecanismos a través de los cuales las TH eje~cen esta 

regulación han sido estudiados ampliamente en estas especies. En el ca~ó partÍéula~ de 
«'\·.::· ~-. '···:'.:>· .... - <·:'._.·.l.'_::';;::<·.-·.--. :< .. '. ·., :'.· .-._.:.__··.·:·:-<,:/·;}::f;'..:-.. :·'{;/\~ .. :.\'.)>:/,~· ·. 

la ·enzima or-esto~.efectos ·reg~latoriosse dan a nivel. pretraduccioné31;•yse explican por 

~:;,~s,:i~~~~~~~@~t~~f~~t~~~,~~~~~~,~~~º~1t~!~#r~:~r~~f r!t~~~íilf 0t~l~~ 
' son ,', tant.o :a;'.ni~el; pr~,··· COTO; p~~trahscrip~ional .+Esfo'~}me~arismos;¡aún·; nOy Se'' han 

~:0:~~ª11~~*i1l~!~~~~~~~~~~~~'.~~:ir~i~~,~~~,',~i.,P\[~¡:f ~",!~;;~,\~~{~~E 

~:~~:?;:~11~1i~;f ~J1i~~~;~~~i~t~f.1jj~!~~J1};i~ll~~!~~~~~ 
aumenta:laactiyid§ld'<:,Je,~e'st~ enzima de la mismama(lE)raquelohace la T3, pero con 

una ~finid~¿r1.0';~i;;~~s:·~~~6~. ' ·•··. ··~'" •. · ..• 
. ·:'·~:· •. ~'!;~ _·.;.>·,.,,... ::~>>·' 

Lol>r~~i~ht~~,~~tlJ(j'ios en teleósteos en relabiól1·a.~laregulación de estas enzimas 

por las Ypg~!JrggiQ~~~-~€faTostrado resultados r1º~~g,g:~:~;~.-0i.eg!ré3s que las TH regulan 
a la 02 de rnane.ra;si!llilaren teleósteos y en rr¡amfferos;:dosresultados en relación a la 

~:::~~if f ~~~~~J~t¡~fil~&i~~~i~~lW~~~f~~~~Í~t~r;:,~~:~ ~~º~'~1

ª ~: 
.. -~: .. :' ~·)\·:·~<\;·~:·~~::~.<~~-:\:'.~: '< :',",< ... ·• ~_i,,:: .·~··"· .. ~;;. >.~.;-.;; -: ·, > 

. Póí tocib{1Ó:;ai1t_erior § auÍladé''ci1?,~:*thó de- que el hígado del. F. heteroclitus 

coexpres<.3 ~-~r{t?~pj·~~:~foo.lo~. r.esUlta :L.Jn excelente modelo para el estudió de .la 

regulaciónde a·mbas;!ciesYodásas en un mismo órgano, y permite plantear 1a siguiente 
hipótesis d~ irab~jci: .. ·. . . , 
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HIPÓTESIS. 

Las distintas tironinas tendrán efectos regulatorios diferenciales sobre la 

actividad y la expresión de las dos enzimas que catalizan la vía de activación de lasTH 

en el hígad_o del F. heteroclitus. 

OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL.· 

Analizar eLefec.t() de. las tironinas sobre la regulación de la 01 y 02 en el hígado del F. 

heteroc!Úu~>:i,\ < , 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
",~-- ,:. ' 

;•. •" ~ H • 

1. Estandarizar u'ri'ecR;cl.iarititativo para medirla.cantidad de mRNAexprésado por los 
:; .. ·--·~·--·''--:-'·.:·~'':~··:\~·i:'.·",-¡:<-":,,·--<""'·-·---- ~ -C • __ ·-· '_>_ .. _- · · .- .· .: .. :;·: , ..... __ :-:,,,. _ .. -· 

hepatoCifos.·de'FJ heteroditus.·•··' ~-- - - ,··~ ' 

.·' -<_: __ ;~?<~;:"i .. ,._~··::·,:---~- /.-'<.-,._ ·~·:,,~>-:.?<"- .-: ,_,:·----~ 

2. Estudiar el efeFt?.de,1~74,;"f3 y,3,5~!2'sobre;l~Dfy~D2'•.hepéltic~. evaluando si el 
efecto ob~er~~cici°'~~c;~· niJe(pr~~ g·:pci,~t~~ciu2dib,~~( : · . . . . 

~---¡ rrr:srs c:;;:o;:-:N~--
I?flLL.A n;,• r1nrGEN ·~ "'.1-.J J~t- r 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

l. Animales 
' - - '. . 

Se utilizaron un total de 90 animales, F. heteroc/itus (Anexo 1) adultos ,:;,achos de 
'· ' ·' ·-- .. --·,-··· 

3 a 6 gr. d.ep~so. Los:~rga~is111os se colectaron en .elrío .Matanzas en el estado ~e 

~;=~!i~li!il~tt}i~~t~~¡~i~~~i~iJlif l!!~í~I!~~ 
condiciones ;'ambient~.les,.simBares a; las :'de:su'·habit~t:Jem¡:>e~at~r¡:¡entre: 26 a ·~BºC• y 

bajo. cic1.cii···d~'é;'l'G~;"(,~,~~N~t~~~:~~.~''.;,fa.:'.i.~;·~:·AR·;~~J~·k}t~~1.?fr~i~*}.~At~.i~;H~-~~).V~·;tai'o'.1~s 
animales 's~·;;~'~rificáron c;poi-decapitacióh; y/eh i tO:d-~s/los'(casos -~~ disecó;-/ '.e)(ti;pó: el 

.. _ ':'- · ·,;-_ ... ~:..: .. ~ -~ ~ -:;; :~.~ };;¡tf~~i:.Y~tt: t;~}_ Z:>-~);¿~'. _·) /~1 :«;_; ·.-;~;-/;;_.:,_)\~ (;,: ·:-~~;V: :::i~~-il~~ :'./ ;::;(~~ ~:~{l,Q.~ ~~¿ ~ ':\ ?~ ."~~,;4;~'.~~) ~~·:,: f~i\?:~ ;;:;:/';t~1~~ .:;·~ F-·~'f;,rA'.~'. :;;~:,$; ~-~:·?:<';_;, .:~-i~-~ ~-/.;:~;:.~<> ~'.: · 
h 1gado (paso' promedro·::de.\1 00 'i±Jr~ mg);:•congelandose; 1nrned1ata1Tiente~:en ':nrtrogeno 

-· ;, .·_ '·~_,.;·~:~ -\-;:;;.y.r::~K1~ ;:,>ri.i}>~;,e.:.'<}:::1;-~ .,.; ..:</·'~' ::~~J_::~;. ::>i,i> .. : y~:.;_:-,_·._~,:~·;::, ~.r- ~:';.y;~;\~- \l~~~<:;;:·:-:.'.>;~'~ t.·?k .;:~_,:, .';;~ -:.}\'.:~~"::·;;:-.~~;(. i-~t~rit'.~ -~<f ::· (~:(<::: ;,:.~:~L:-~ : ... /':· :->:::·: 

líquido y;almacenand6se,··a\;7'.o.,~c:=hasta'sú:IJosterior::arjalisis::;t.:ós•.hígadcis_ütilizád(:ís·(n 
.. ; . ~:\::-"·! :>·- 5--._~;.1)~: ::'\·: .. ~(t~ 0:~ .. ; -·:'{,~~-;~~,\,-:~-; ;;:< }:::\_'. ~r-,~;;:~:-":~:~-:f --~zt..,;~<~_.;·'.{ :~;~": :~:>~---:~-~-\ .... ~~-: ~ '., ::;. /:::. :·. 7.x,~:';_; r.::.~;:;-:,:: ... i'~·f~\.,·.:-:'.~-~y.::f:. r -j :>' ~lx~-·_,-i:'-_, ~;.: .. :t · ~'._:E•'; -:· -~~-~;:.-:-_ .: '..<_: .. -~:- ~- :_,_ -: -· 

= 5 .. _por .. grupo )'para '.l~'{deterriii.nacjó'~.·de(.l~··•.~'ctivid~·cl:de'syodativa ~~· hon,ó~enizaron· en 

::~'1n"-t~~~~~~!~;\T,~!~1~El~r~~~f~~fil:~~~~,@Sf Ji~~~~ttá'~~~~::~: 
describe ~é~ 'iidelante. Los hígados utilizados para la cuantificación del mRNA se 

reunieron en un "pool" (n = 5 por grupo) y el RNA se extrajo como se describe en la 

sección correspondie_nte. 

11. Validación del método de administración de yodotironinas por inmersión. 

Los peces que habitan en los océanos pierden continuamente agua por la piel, 

debido a que el medio externo tiene una mayor osmolaridad comparada con su milieu 

interno. Para conf.rontar el estrés osmótico al que están continuamente expuestos, estas 

especies de tele.ósteosbeben continua~enté agua. Tomando ventaja de esta sifuaciÓn 

fisiológica, . los, experimentos/ele la.·. presente . tesis se diseñaron ·para : ~dminÍstrar 
oralmente'.la.s dlstlnta~ tifbninas' adicionando éstas al agua. Estudios previose'ri'¡~5·'qüé 
se ha utili~édo'~~té m~tcido de administración (Omeljaniuk y Ea les, 1985) tí~6\~bst~ado 
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que 0.1 µfl,il deT~3 en el é)gua éJUmerita l§!s C(JncentréJ9i9nE!s c:;irc;ula11tE3s eje ,E!~ta hormona 

en la trucha arcoiris alrededor de 1 O veces a las 24 horasde \nmersi~n. 
,. 

·, 

·para / co.r~~.~·~~a.t····~.~·~.~~st~úJ1ét~ªBtd~.V~.rn,.i.~i.#tª.f;i,?BX~~:}if§.~!c~:~)~~1:·~li\iéliTI ente 
provoca·ur¡ • hipertiroidisn1;. a córt()·, plazo;f e,frató·a\u;. g'.LJP?:~~J~,·.~eteípclitu.s c()n O. 1 

~ii;f ¡;~}~f 'E~r~[~Jit~f f ilf §1~11~;1~~1:~~;~~~;~~ 
de la conc;3ntraciÓn de T4 y T3, según el grupo de trata~iento. 

A. Cuantificación de la concentración hepática de T4 y T3. 

Se realizó la extracción de las hormonas tiroideas de cada uno,•de. loshígados 

utilizando una modificación al método descrito por Pinna y col. c2C>o2).: En resumen 
.,, .. ; -_. ,; .•. · .. ·· \•.•, 

consiste en lo siguiente: los hígados fueron homogenizadOsYEiil'XJna ':'solución de 

metanol/amonio (99:1) en una proporción 1/10 (peso/vol).Elh~Af~9·~~~dª(b~t~nido.se 
centrifugó a 3000 rpm por 1 o minutos a .4ºC y el sobre~1da.f1t~Yh'..f~•··a~k~2a·~;;.~n un 

. . ···:·~·:::;:·-~¡'-.\.~:'..;,.,•·:,~-;;.-..::e:·~:,:-:··.,., ·,~~' 

concentrador al "yacio .. y. poste~iormenté ·.r~constituido'f"en·;~o()>~~i.:tae~~ff~Uffer.:.Tris<HCI 

~:f ~~f~tfl~f:~!f~~{~f~l~l;t~~~r~~f~if~l!il·~11~;i 
para T 4 y T3, respectivamente; El porcemtaje .de recobro de hormonas tiroideas por este 

método fué de 70-90% par~T3 y de'so~?O% para T 4. . 

34 



Tabla 4. Condiciones de ensayo para la cuantificación de T4 y T3 por el método 
de radioinmunoanálisis. · · · 

Condiciones RIA T4 

~ 
·--1-T4 (NEN) 10 pg 

...,. Concentración estándares T4 0.25 a 8 ng/ml e: .z:: 
(Sigma) •O'<!" 

"(JN 
Anticuerpo T4 (Sigma) Dilución 1 :2500 ro ~ 

.e o 
::> a. Acido 8-anilino-1-naftalensulfónico u 

10 mg / 10 mi E (Sigma) 
e: 2º Anticuerpo anti-conejo (ICN) Dilución 1 :7 

•O EDTA (Siqma) 0.1 M 'ü ..e: 
~N 

Polietilenglicol (Sigma) 18% (peso/vol) ro <( 
g.1-

en Suero normal de conejo 5 ~tUtubo 

Condiciones RIA T3 

~ 
1251-T3 (NEN) 10 pg 

""" Concentración estandares T3 (Sigma) 7.8 a 500 pg/ 100µL e: .z:: 
•O'<!" 
·e::; N 

Anticuerpo T3 (Sigma) Dilución 1 :200 ro ~ 
.e o 
::> a. 

Acido 8-anilino-1-naftalensulfónico u 
40 mg / 10ml E (Sigma) 

e: Cl 
~Q ('<') 
u~ Solución carbón/ dextran 0.5% ro o e: 1ml /tubo ..... c..·-

(Sigma) ¡tu E 
QJ o 
en""" 

. 
. •. 

Como se observa en la Tabla s; ei método de .administración de tironinas por 
. .. ,- ",'···" ' :- . ' . -·-:. . ·-.- .... , '.-

inmersión efectivamente provoca •ur(incrementc::i de· éstás ·~n :el· hígado del pez tratado; 

Así, la administra6ión por i~rll~fsicSn cieb.1':µM c:l~l'4 Jrci~~c~ úri increment6 (1.6 vecec) 
:·'. -; :-____ , .. :: __ , ,__-~!.---~-"·., _.:'.-:/:-:·_>,--;>_~:: _~;~.<:·- .. -~-:_~~ 3/ ~--;~(~:~'-: ~:.:-- -_,::-: :: r~.t";·''.~:~.:~:~---.. ~· ·(;,o .. ,_:\~~f:-... ··-·:="\:·,::-:,·:::;:~ ,, '.';;\·.K:.:!',1_~--'.~.-'-: :.-:-;:-~\:_'±::~/- :-- ~:~_-:;_~··.. :':: _ 

de la concentraci~n.hepática C:i.e e~tah.grfrioé~(é3·.·partír:,ci~.:1as6'horas:PT:::con res¡focto al 

:~~::~~':;:,~jjhf :>~~~t1!l~E~!~~)~~i;if ~!~~ªf f l~?~11.Tiif ll;;~]t:i~Ji~:z::~: 
elevación significativa d~ ra·c§nc'e~traCióri ;h~~ética''cJe<T3: a partir de las 12 ·'horas de 

tratamiento (p < .· 0.001';; ~~ment~n~b -~~t~ ~c)~6emtraci6n -6 veces, con ~e~pecto al 

control, a las 24 horas d~ trata~i~ntcJ. 

'fRS{SCON 
F.A..LLA: o~· ORIGEN ---- ·--···- -·-·--
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Tabla 5. Concentración d.e T4_ y_J3 t:iepátic:éls. en F. heJ~rgc{itustratados por 

inmersión con 0.1 µM de esta hormona. · 

•Grupo.·· 

Experiment~I · 

control 

Concentración Concentración , - .-,, 

-i.2 .. 86 ± 0.05 .• ' 8.43 ± 0.98 -

2.6± 0.2 4;29 ± 0.31 

6 h 4.57 ± O. 65 * 

Tratamientos 12 h 

24 h 

(*p < 0.05, **p < 0.001) 

4.62 ±o. 65 * 

4.3 ± 0.11 

111. Cuantificación de la actividad desyodativa. 

11.9 ± 0.59 •• 

24.47 ± 1.87. ** 

1 .' • , •' ' 

La actividad desyodativa se cuantificó mediante una modificación de la técnica de 

liberación de radioyodo (Leonard y Rosemberg, 198.o{'tE::St~ téc;:nica, ha. sido 

ampliamente validada por nuestro grupo de trabajo. Específica~e¿te f)a'ra el 'cas.o de 

las desyodasas de.·· f .. heteroclitus, las condicioí1e~~i~~.~i~,~~~j~~~~~~HJ},~.~~"i;~§·.?.~íl;_sicjo 
previamente: establecidas en nuestro laboratorio (Orozcó ,etial. /2000) :y!,se. describirán .. :"·~,-;); J'>·~<· './t~.:<>: ~~;-_~)'.-.- . ..:._;:- · . -'·:>~:.:»~\-:'.~:·f1._s~-"--~~-1~;;:): x.-.~,~;, \~~:;;~ .. ·:.:,:(;_~:ei;f~_:·,~1-~;'.~.~-::t~c,~·~~:-~.:"-;\~{:'~;.J/~~.::<. · .. , · 
brevemente~·: a i;._cóntinuación: · En todos · los\ casos;':\• la :;áctividad <enzimática : erí •·(os 

- _- .. :·.::-:;_ ::;'_ ::.-:.)\»~:~:-: ~ ~:·_~·.:;·~··-_ ~_-:·· : __ l - .· _ . . --~>,,_~:-:.:·-~;i~~~_:,:· -~~-k<':S:,_ .. ,.:._;.;:~·2"/-; __ ·:~-l~:\::/-~~;~i-(,_,;k:":-~~-:'i::~~~,:~~~:~J;.~ _:;,¡~:: ·.:::.>- :-- .L -··. 

homog~nadós;/ue medida por duplicado. Lamezclá}de;reacción (vóluri"ierj_Jótal'.dé 100 
•' -:-.-·~:·:· -~~';:(·'.- :•.?;;~·-.<. ,,;~ '• ,; • • • ,·' .··< :· :;-;(::('-,'·:~-~···-el':~:~--''-.- __ , .. ,_.;:.:~.·- ~: ,-;-~•"" Ó;·,~·C.• :·_:-·~~>,·'~'.~~'.'"':';< 1";}¡¡>;. ,·;, "<.~'·''.~-;- ~ '•- '.'::_: '>'_ •: 

µL) contienfhtíl1~genado de tejido a la conce'ntr.icÍÓn'ocptiflÍ~-d~;prbt~íriEi\''<7\ooµg)'v I~ 

:~~~'_;~'\ ;~f ~~~:r~~~~;~1ts.\;a~:B.~~tii~~Iii~~~i~[~~~~1~?~~~,'~~: 
nuclear),'in'ás}la._·cóocE3htració~correspo.ndi~nt~:d_e;tirooina{nci••r~diaCtiva'j(Henhing ,Co.) 

¡~~if !!~J1f lli1Jllllltl~f~~!fll1'1il~I 
resina de i~Íer8~rilbio 6'~tió~fc'6c(Ó6JJex~SOX2}, eluído .con 2 mi de ácido éldéficci al 10% 

y cuantificado e~ ~ri esp~ctrÓmetro de emisiones gamma. Este valor per~it~ calcular la 
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actividad espe_cífica · .. de. las enzimas. que. se.expresa como. fmolas op111olas de yodo 

liberado/mg de pr~t~í~a/h~ra (f~~I ·~ pmol125lf~g/h). La determinación de las ~r;teí~as 
de la ¡nuest:r;;i sec'r~c¡li~c) pq{e:J n'lélt~d~ c:le¡ '?Iadfor.~ ,(Bradford, :197§). Esta t13cnica .. se 

basa en Ja co~reÚ~ciÓ~ direct~'m~~tepropo~cional delas diforentesconcentr~9iones 'de 

::~¡~~~~~'.1~~~;~J~~~~~E~~~~~~f~i~~~~~J:~~;C~~;~~~;;fü~.~:-~f~"E un 

::s~~:~ii~~l~~{~~~~~~iif ~~i~l~~~i~~~~~liY'f~~:!;~~ 
.-:,, "•''"-, 

6. 

Tabla 6. Condiciones óptimas para cuantificar la:actividad 01 y 02 en el hígado 
del F. heteroclitus. ' · · · · 

Substrato 

Concentración de 
substrato 

Concentración de DTT 

Tiempo de incubación 

Temperatura de 
incubación 

TIP01 TIP02 

rT3 T4 

~~::;,:~:;;~.~~~~~~i~~ii~~~~;¡~~1!tf@l'.i~tlt~~~51;~;!~ ;~;: 
estos fines, se siguió .. el sigui~nte:~rotéíC::6io''. '.·:)~·, (l{: :,: ';;: / ,. :.·h ' '·'· .. :/;: 

A Diseñó y 2e>~~~fr~0¿cii~-d~~2~~~~iti8~;;~s e~p~~íti6o~ para FhD·1,y·~'ho.2.·· .·. 
---.··· 

B. Extracción del RNA 

TESIS CON 
r-11- , .. 
_r·¡~L~~. 

------·-··· - ---·-· 

··-·······--.. -----
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C. RT-PCRs de los hígad()S de F .. heteroclitus experimentales utilizando. 

oligonucleótidos anti~sentido específicos correspondientes a FhD1 y FhD2, 

respectivamente. 

D. Realización del PCR competitivo para FhD1 y FhD2 

A. Diseño y construcción de competidores específicos para Fh01 y Fh02. 

Previamente en nuestro laboratorio se clonaron los cDNAs que codifican para la 

01 y la D2 hepáticos de F. heteroclitus (Orozco et al, 2002a; Orozco et al., 2003; 

Valverde et al., 1997; Villalobos, 2000). Estos dos cDNAs se insertaron en vectores que 

sirvieron para la construcción de los cDNAs competidores, como se muestra a 

continuación. 

1. Inserción del sitio de restricción para la enzima Hind 111. 

El diseño de los competidores para la FhD1 y Fh02 se realizó de manerizi similar. A 

continuación se describirá con detalle la construcción de dichos comp13tid~res: 

A partir de un vector que contiene el .cDNA que codific;:ú~Pªf~ .. \\aj\,'.~~iyoda!;¡a 
correspondiente, se. insertóun sitio. único···d7 restricci~li para·1~·-e~.zJh1a.Hind,n1 .• Pal"a 

este fi·~·. s~ .•• d1~~ .• ~~r?~-,~g~~gt.'.fü./~Y:t:\r9,~.~:~lifa~B!];v;2~.~fai;·}~'.~Ei'~-Rrti·'.~;i,s~,~É.~ó~i~·~3··.y· 
el otro.·en direcci<.'m 3':S?los~cual7s·conteníá~·fá•secü~ricia.piira·e1 sitio;dé'r13strkdón de 

H ind 1·11 ....••. E~tás~f~li~~R~,~~~~r~:~~";·t~~(e.ri/ytii}W~~?i~;-~~~t~~w~i~~-~1i~:irt~.~í~~tid~s·. ·de 1os 
extremos .. 5' ·'Y _3'de;'.cada ~.<:fosyOdása*para/árrípli_ficar:,¡:;o¡-::¡gc R'idos:·tragmentos que 

conten.ían·a~¿r~-~1'.'~1ii~
1

~·~~\~~~fü~c{~.~;~~a~~t8\3cfürJ!;?.~m~;:~~;~t~~t~a;~n-. la Fig. 9. Los dos 
productos de_· las ·amplificacio.nes)anteriáres~seiccirde~orí'[eri: ún gel de agarosa y las 

, ._·. ·.: .. ~, ;.,,,, . :I:::~: \3;;-»_'. \·~s; ~::~~.·:;'!/'·:;-./:.:.~>~:· :-~::::~_(.¡::;:-.~"~~ ::-'11-~?,·:._:.~--~y:/-"·'c":'~:1-;:_:,<:.:·~-·~·:-·!_i~~,'.\\;¡J~ :;f-;.::1\~J\·~=:·:-: -~ .,.. . ... 
bandas generada~':se·~cOrtaro~ ,y-: pl.Jrificarori}Utilizandci''ét.écnicas de PCR, los DNAs 

purificados·.· .. ~.~····.~¡~~f~~.E;j~~{-;~~~1Itfé~iª~-; p~fa 'ci~fi;~~·~;'A~~~?~-···cDNAs modificados los 

cuales ahora in.duían_Uri sitio de restricción para Hind 111: Estas nuevas construcciones 

se ligaron al 0ector pGEM-T y se transformaron en células habilitadas de E coli. 

TESIS CON 
FALLI. DE :lIUGEN 

38 



2. Inserción del fragmento de 44 pb. 

Después de purificar los plásmidos que contenían las construcciones con la 

secuencia modificada de las desyodasas, éstos se digirieron con la enzima de 

restricción Hind 111. De otro plásmido conocido se cortó un fragmento de DNA de 44 pb 

con esta misma enzima de restricción el cual se ligó a las construcciones previamente 

digeridas. Una vez ligado el fragmento de 44 pb, los vectores se transformaron en 

células habilitadas de E. co/i. Estas construcciones serán referidas en el texto como 

FhD1c y FhD2c. 

(

" p)(ENEl( FhC• 
-4200 pb 

•, ,/ 

··-.___--·· 

-700 pb 

5'0 __... 

.···~o-Hs 
/ ~ 

( 
p)(ENElr. Fh[I . 
-4200 pb . 3'0 

\, ,/ 

··~··· 

-
-400 pb 

Hibridación 

_____ _..~.,, ....... ..._. ........ 11.~·~-.-................... _, ___ .., 
Amplificación 

---.......... Sitio de restricción 
/ ,........-

( 
.. pGEM-T FhD ) 

- 4200 pb Digestión 
·. ,/ ··-.___,. .. 

3'0 

.----"~ Fragmento de 44 pb 

.··· ~-·-' ............. 
(
,. p•?-EM-T FhD) 

-4244 pb 
·. . . ..___,..-

Transformación Ligación de fragmento de 44 pb 

Fig. 9.Construcción de Jos plásmidos competidores de FhD1c y FhD2c. (FhD: cDNAs que codifican para 
las desyodasas;. 5'D y 3'D: oligonucleótidos de Jos extremos 5' y 3', respectivamente, de las desyodasas ; 
D-Has y .D-Hs: oligonucleótidos antisentido y sentido, respectivamente, que contienen la secuencia para 
el sitio de restricción de la enzima Hind 111) 
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Para corroborar la inserción exitosa del fragmento de 44 pb se realizaron 

amplificaciones por PCR utilizando oligonucleótidos específicos que nos permitían 

amplificar la zona de la inserción;de dicho fragmento. La amplificación utilizando como 

templados los cDNAs de F~[)'1;/F'~f?2 nativos y oligonucleótidos específicos para cada 

desyodasa generó fragmentos de .2:240 y -270 pb, respectivamente. Cuando FhD1c y 

FhD2c se utilizaron .como, templados, los fragmentos generados con los mismos 

oligonucleótidos fueron de -280 y-310 pb, respectivamente (Fig. 10). 

250pb-~ --· 
2 3 5 

Fig. 10. Fragmentos amplificados por PCR utilizando como templados: 1) Fh01, 2) Fh01c, 3) control 
negativo, 4) Fh02 y 5) FhD2c. 

3. Preparación de la curva estándar de los competidores Fh01c y Fh02c. 

La determinación de la concentración de los competidores se realizó a través de 

la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. A partir de las 

concentraciones obtenidas (µg/µL), se calculó la concentración de los plásmidos en 

moléculas/µL con la siguiente fórmula: 

MoléculashtL =(concentración en g/L) / PM (no. Avogadro)/1X106 

En donde el peso molecular (PM) = (número de pares de bases) * (635 Da/pb) 

Con base en las concentraciones calculadas, preparamos diluciones con las 

siguientes concentraciones en escala logarítmica: 
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Concentración 
1 X 109 1 X 106 3 X 106 1 K 106 3 X 1 05 1 X 105 3 X 1 04 1 X 104 

. . 
.,-,. ·.- , 

:-:. ,,· ',·:,··, 

4.5 4 

·Estas diluci~~;;·son lasq9e·se ~tilizaroh~~~cf;6~~q~ivalente_ a una.curva estándar 

para deter~inar las con~entraci,on~s:de -l~s:~-~~A~~ i~s ~~~yoda~as en los hígados de 

F. heteroclitus experimentales. 

B. Extracción del RNA. 

Como ya se mencionó,· se prép~ri,ljn p'oaf.'ci(3'tlí9~do:s •. de J::. h~t€1roclitus, pC)\,grupo 

experimental y se extrajo e,I RNA,ÜtiÍi~a~.dbSI ·f~acliv~; ~~'-rR1z6U(GÍbco~RL). Est~ es 

~:,:~::~:,:::'::~i=i~~:I:1~~~~~úr~r~~~~~~~:~füljJ1l1~jv1~~s~~z:hw ,: 
separación del RNA de los tejidos. La eficiencia de extracciÓ·~<de;·/éste método, 

particularmente para el hígado, es de 6 a 1 O µg/mg de t~j¡'~b":;~~?uh~ ;~~Ú:ición · 
A260/A280 >1.8. 

C. Obtención del cDNA Fh01 y FhD2 hepático. 

Para la realización de los PCRs cuantitativos (ver sigui(3nte s~cción).fu~. nec~sario 
obtener el cONA de la 01 y 02 a partir de una misma cont~ntr~~ióri de RNA iotal-C1 o 
µg), para todos los grupos experimentales. Para este fin, se utilizÓ la enzima 

transcriptasa reversa (Gibco, BRL). y para e~ita·r la amplificación de fragm~ntos 
. . . . . -

inespecíficos se útilizarC:m olÍgomicleótidos anti-sentido específicos complementarios a 

una región d.eLextr~mo 3' ci'e lasecue~cia de cada desyodasa de nuestro interés.' 
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D. PCR cuantitativo para FhD1 y FhD2. 

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

permite la cuantificación del númer6 el~ m'olécul~s de .un mRNA determinado presente 

en una muestra problema. P~ra ~stJí pro.pósito, se construye uria 6urva est~ndar con 

,,.,_:'.~·-',.;O·· '- > , ~ ,;-_~·~_,-,- ,-_,;·-;,;': .;·.:· ;~ !; .. ~f:_;'::_'·~·i',;;. .;:«-''·(·-"'.''' 

~:.:s:~ii~Ii~if i!f '~II{ti~ltillllliilf ilitlf lf ¡¡~1~iE 
intensid~d¡ d:;'10 s~os!produCto;i en, Un 'pLinto!'dad:¡~e¡! la fourva'"'S,}ándar¡indica·•· 'ª 

:;:é~~'-j· .. ·'_;~-~.P~.:,::: ;·_: 
.~.-- ::,_•: ;¿_::~.:~~·~;~::; - ~<o.:·:·'-;:,~;~;\;~~.·-~:; 

. ~· ;,:-.:.:., . ~,:~~;~~·<·~~~)~: -· :· ~:~- _:~'- -~ -'~~,~~::: ,.-~~ --

con t ro I par~ .. la_;fh[):l}y~fl1[)2:~$~ útiJizéi, F9r:rio,,mü~~tra.~'P[<:J.b[13m;:i,·c0Nf-spurificadcis a 

parti r··d;:p,1~;;~\~~;~-~~:~f 1*~~~~"~~~~~~1~~~~f~~~~~~~p~;~~~¡~¡,~~~~~g~·~~.~I.~~{~~~r~?·1;~s ·ª 
una concentrac1on •·de ·y·x,.101,_; moleculas/µL:~:~Estas·, secúenc1as·se:comb1naron.•en una 

'.:: :7.:· ·'s·~> ··. --~·-:.x,.:;: -:::.::,:~,::<f· ·:: :.·'..;.:: ~:-'.:/}.'~r:-':"~.>-·~t~~: ?:·" .. ·:~/x~· ,;~'!~,~~~-~.: ;~i;'f?i>;z·;:~~~.:.:~?~~:~:JtXiz\-~~:.~ ... i¿_:::i;~~; t%~~\W1 ·-.~~~::~:·.; J:~;<~,:.'.-;5_:· :. ':·::;~;·.:...;; · ..... ,, :::~.::·/:· ~?:'-'.-::~" ,.: :,·. ·. ,·_ : .... · ··· . ' 
serie de, reaccjories.;c1e, FjCR· cqn,lo.s~coinp~etido~es;_córres¡:>ondientes)3•.~oi:icentraciones 

:;:~¡~~~\~&~Ifii~~~tj~~f ~~lf:~~~~J~i~t~~~~l~r~~:~:~~:: 
muestra en•· la jabla 0¿, %~;; coné~~-f~¡3¿¡¿;'ne~~~estÍm~da~ · .. ·con ~('.ÍTl.étodo . de \PCR 

cuantitativd;.'par~ 7sta~~-~c.~eH~i~~iJ~;c;ri'ci~··1.oix 107·y·{27·x 101 iri61éc~1':1~/µL~ara 
FhD1 y FhD2; respeC:tivámente, concentraciones cercanas a la real. Además ~,e rnalizó 

el análisis de regresión linGal de los datos de intensidad relativa de cada punto (r2 = 

42 



0.994 y0.993 para P\~Y002, respecfivamente) asÍ'COmo de lá reproducibilidad del 

método (coeficient~ inter-ensayo = 13.4 par~D1 yJ2.~% para 02).E~tos resultados 

demuestran ,qu~. el'm~to.do deiarrolladÓ'e.n e~ta:tl3~is,es·capaz de medir confiablemente 

las con6entr.~?i~d~s·;~'e'(ai'~.~~~~ ~·~tudia;cibs}\ ·,;·;d.,.·;; · .. · · <<e; ·(: , ·, . ·.· ··.. · .. 

.. L~,~~~~,~~~~,~~:~~j-~~s·,t~i~~~~~J·~S~~~~il~{t~§'.~~~~:~~~!ifu~?t~~~:~;t~'{t~?rm~liz~ r()n de 
acuerdo· .. •ª ta. ~antidé:la,tótál i(j8,'I~t::i.j\rutili~.ª.d0-;-'}isj' cc)n,o por· el .factor ,d.e.c()rrección de 

1.07 -~ .• r2·?-~~·~;J~f~·~;.ci:?/'J¡~'~~~6ti~~~~;t~t~~1~~~~- q~~sGi9ier6n. a partir ·de los 
•J( - ,:; •• .; •• :·7_--.,,,;-.~-1 . ..: ~•:.,-::-:: :·:.-. 7 

experim~ntos·é:teyalidación"-dé PCR clJantitativo . 

'E "'~ ~~ ""~ .,~ ... ~ ,_ 
O>~ ~ 

A 
'C X X X >< X X X o 
u ~ 

,,., 
"' "' -

250bp ... ompetidor 
roblema 

e "'o "' "" "" ... ... º O>º 
B 

a C:• o o 
e: -o >< ::< ;:.::: ::< X >< X 
u - "' "' 

,,., 

ompetldor 
roblan a 

Fig. 11. PCR competitivo control para {A} FhD1 y (B} FhD2. En ambos caso cDNAs de las respectivas 
desyodasas, purificados a partir de un plásmido y en concentración 1 X 107 moléculas/µL se 
mezclaron -::en e! c0rnpetirk>r correspondiente en concentraciones crecientes E>'1tre 1 v 105 a 1 X 108 

moléculas/µL y se amplificaron por PCR. La reacción de control no contiene competidor. A partir de 
las intensidades de las dos bandas identificadas por densitometria se generó una curva estándar. La 
extrapolación del punto en que las bandas tienen la misma intensidad es un estimado de la 
concentración del problema. 
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Tabla 7. Concentrac1on d 1 d e os temp a b "d os contra o tern os por PCR tT campe 11vo. 
Línea Control 1 X 105 3 X 105 1X106 3 X 106 1X107 3 X 107 1X108 

Bandas Intensidad relativa 

Competidor 0.0852 0.2749 0.5052 0.6777 1 

Ci Problema 1 1 1 0.9148 0.7251 0.4948 0.3223 
.e 
u. 

Concentración 
10,677,916 moléculas I µL estimada 

Competidor 0.1033 0.2943 0.5057 1 
N Problema 1 1 1 0.8967 0.7057 0.4943 0.3691 
Cl 
.e 
u. 

Concentración 
estimada 12,619,317 moléculas I µL 

.. 
Resultados del anallsas densatométnco de las bandas generadas por PCR cuant1tat1vo control para FhD1 y 
FhD2 (Fig. 11), expresado como intensidad relativa; y concentración estimada para las muestras, 
calculada en base al análisis densitométrico. 

V. DISEÑO EXPERIMENTAL 

A. Tratamiento por inmersión con T4, T3 ó 3,5-T2. 

Se prepararon 4 estanques con 5 L de agua marina cada uno. Posteriormente, el 

agua de tres de los cuatro estanques fue suplementada con 0.1 IJM cjeT4;T3 ó 3,5-T2, 

respectivamente. El estanque sin tratamiento sirvió: con}c5',grÚpo ~control. . Én cada 
-~, - '• - :·. --~-- • - " - -., • -· •••. - -1·;: .. ; ._,.' ··-·· -

estanque se colocaron 20 peces los cuales se mantuvieiron:en ·~yu~°:'ª pa~ir de ese 

momento y a lo largo del tratamiento. Un grúp~ d~ ~~~~i ·f~~-1~9j·_~ef~·¿;;;ª~-'.~-~t~n_que fue 

sacrificado .. pordecapitación álas 12 y24hora5'p:r; Cost"tíg~dos i·~pr~c~sarC>íl como 

se describió previan1ente. ·.•· 

TISIS CON 
F1~LL\. T>1; C . : ~::~~tJ_j 

'.·_ .::...--~= ,; ' 
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RESULTADOS 

l. Efecto de la T4 en la actividad enzimática y la expresión de los mRNAs FhD1 y 

Fh02 hepáticos . 

Como se observa en la Fig. 12, 0.1 µM de T4 en el medio no modificó la actividad 

D1 hepática a ninguno de los dos tiempos de exposición. Sin embargo, esta misma 

dosis provocó una disminución significativa en la cantidad del FhD1-mRNA de 6 veces 

con respecto,aLcori.trol. a .las 24 h de exposición (Fig. 13). En contr~ste •• la T4 dismin~yó 

2.3 veces' (p~d.0~(1a ~ctivldad 02 a las 24 h PTcon r~spe,ctc;•i:;1''ci~u~a.~ontr~I. Esta 

disminución en actividad de la enzima se acompañó de un decremento en la cantidad 

del FhD2-mRNA de alrededor de 2 ver.es a las 12 y 24 h PT (Fig. 14 y 15). 

11. Efecto de la T3 en la actividad enzimática y la expresión de los mRNAs FhD1 y 

Fh02 hepáticos . 

Al igual que T4, la T3 no modificó la actividad D1 hepática a ninguno de los dos 

tiempos de exposición (Fig. 12). Sin embargo, la cantidad de FhD1-mRNA se vio 

modificada a partir de las 12 h de. tratamiento',(ob_servándose una re·ducción significativa 

de este mensajero :de. 3 y .1 O .vece~ r·esp~6tW~ili'e~te:·· ~n ··los dos tien1posestudiados 

:;~;º~~~ ~1,~~~,i~1f t~Iie%J~J~l>J~i,~~;ff 1~~~*~~~~1¿~~:~~,~,~~tri,,~J~:~~~'~d:: 
de FhD2-rr;RNAt~nio a la~ 12 (3 ~s"ces) c~mci a ias 24 ·h (B v~ces) PT CFig: 14 y 15). 
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Fig. 12. Actividad Desyodativa 01 hepática de F. heteroclitus tratados con 0.1 µM de T4, T3 6 3,5-T2; 
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Fig. 13. Cantidad de FhD1-mRNA hepático en F. heteroclitus tratados con 0.1 ¡1M de T4, T3 6 3,5-T2. 

(p<0.001). 
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Fig. 14. Actividad Desyodativa 02 hepática de F. heteroc/itus tratados con 0.1 11M de T4,.T3 6 3,5-T2. 
(**p<0.01, *p<0.05). 
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Fig. 15. Cantidad de FhD2-mRNA hepático en F. heteroc/itus tratados con 0.1 11M de T4, T3 6 3,5-T2. 

(p<0.001). 

47 

-----·----



111. Efecto de la 3,5-T2 en la actividad enzimática y la expresión de los mRNAs 

FhD1 y Fh02 hepáticos . 

Como se muestra en la Fig. 12, y al igual que el resto de las tironinas, la 3,5-T2 

no modificó la actividad 01 hepática del F. heteroc/itus. Sin embargo, con la 

administración de esta'~tironina se observó una disminución significativa del Fh01-

mRNA de 4.4v~c~~7¿6r-fr~~p~cio ~I control; e~l()sdos tie~pose:studiados(Fig 13) ... Por 

~;~: ~~g~fi~rt!~€f i~[~1l1;~1~ií'.~if !t~ti1~1i;&i·~&J~ti~,1¡¡;~ii~1~~~ 
que semanFuvo;a las:24h ·pT'(Fig:\1-i):Ca· cantidad .de Fho2:.mRNA tambiéridisminuyó 

• ··! ;= .. ~ ·:~·.'.,: '.1: ,~:~:\·:·',~:.(:·,,.·::-,;'.~~~.,·.~;.:.:·,,~. :· :_:·".~i. ··,.~ :~,(· : .. ::::/:.:::.~ . ..-::·.·:~~~/.;;.;'/-:r~·. :_-~·)._):!· · :<~.:.:::·; ... ·;-'.;:,;; ~;,,_:/r ~,;;.;.'..::t: =· .. ·: ,,:~~J.--·::;::_.,:,~· .. ::x_~:_:·(_~:·\:. ·-:--· ~-J,f~~-;. ~·~~;:~ .>!. >~~-:-::~· :·.·-~::,-,: .:_-: ~ -< 
significativaine11te áambbs tiempos de exposiéión mostrando Un de'créme~tó de e.·Y 7 

veces alas 12; 24h,.con respecto a ~us g~up~s c~ntrol, respectivamente(Fig .. 15). 

IV. Efecto de la administración de yodotironinas sobre la actividad desyodativa 02 

hepática. 

Los efectos de Jos distintos tratamientos observados sobre la actividad 

enzimática 02 pudieran atribuirse a lo siguiente: i) a un cambio en la afinidad de la 

misma por su substrato; ii) a una modificación en la cantidad de enzima presente y/o iii) 

a cambios en su tasa de. degradación. Con objeto de dilucidar los posibles mecanismos 
,. ·. ', ' '' . ' .. ·. ., ·_,. 

a través de.• Joscuales;ejercen las Y.ºdC)tironinas los·.efectos·a.bservados sobrei la 02,.se 

real izarog cJ~~~.f~~.;g~,~~~~~[~~~~,~~~"~~f~l:~M~t%n."~~~Í~~i~lJ-i~i?~,~B,~~~:~~~,~~~.~~~bt€ls 
en cada ~no'de\lo~·grupos e,xperim.en~ales:;Los··resultad()sób,tenidos ~~ rnuestr~s·en 1.a 

Tabla ª .. ~: ... ~fü: 1.~~,;:·~~~ii~~W~~·~·"'!.AJ~i;~;~~~:~,j~1~AiT'.~{:t~'.~~~~~~~'.~~~~f J~tf ·;i~.'.~~~f ~;~i~fatp.~~Cl.n 
tironinas •·notm'ódifi?óisigni:icat.ivámer;ite;•1os~'vé3loresújeffKrn·:a'parent~\en~lo's','disti.ntos 

f ~E~~:f~¡l~l~({€Ifl~~i~~~~r!!~\~'A1~1f~~11!f~!{&~É.. 
con T4 y.T3 (~<'cCOs'~p~o.01.- respecÚvam~~-te)-~ las 24 tiaras· PT. ,, ''.<" ·· · · · 
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Tabla 8 .. Velocidad . 1T1ax1ma .. y constantes de Michaelis-Menten aparentes 
obtenidas pára ia enzima 02 eri los distintos grupos experimentales. 

Grupo Vmax (fmol l/mg/hr) Km (nM) 

.. 12 h 24 h 12 h 24 h 

. 1340 ± 260 

··.··440± 85 * 

245 ± 140 ** 

2.0 ± 0.37 2.4 ± 0.47 

2.8 ± 0.37 2;3·±0:44· 

2.3 ± 0.28 .. 2.3± ~;~,f . 
2.8± 1.23 .· .• .1.2 ± 0.16 
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DISCUSIÓN. 

l. Tratamiento por inmersión. 

Aunque existe una gran variedad de métodos para lr1ducir~hipei-Hr6ídismo en 

animales experimentales, el tratamiento por inmersión' es •. un métci~o:ideal em peces 

especialmente de agua salada, .ya:cque{.pe~mite(~urlienta[jos\riivéles .. <hormonales 

~~~~~:~~¡¡¡~i¡i~llf f l~tf~f~?ll~li\¡¡~~¡~~t~~s:: 
Aún.·. cuándó: en• •. 1á' presente¡te:sisc .. úríicainérite :se :inidió.lá.concentración ;C:le ;f3 y 

- /· :·;/'~:' ··:_· }?/:.'. ~ ~t('~ .. :·~·{{\·.~:-f\:·.: .. ~ ,s;~.>~.,:~},;:~,. :~~:~'./V-/.1:· ~ ··.'~ ~~·::(::··:;~,\·: );·?:~J':<.~~;~~~:, ,~:~xz;-_ -~-~:::J~?~!/:f::':- ~~~-}~~~:/~ ;:.::r:.:.:~ --~~,:~·.'.~~:.~K:t;:.-'··)iJ}:~- ;:;¡:·~~·' \: ... :,. __ l_ :- ·._--_, , 

T 4 h epática,i:ptros¡;;; in.\lestigadorE3sJ\ t)an} rep6rtadoi•tá ,{éfica'óiá •. c;le,;;:este{r;11étcídqX para 
·_. <: . : ·' ·-. '; .·;º:~ >.:; ;~::/~. i<iJkf' :,}~~~:~;: .. -~'N;, i:'.·c;y~,\ '-:•.:<-Y; '.f'~~:-~·-.:f~<·~;{,;,:,-~:.i _::~··}~~~~·t,~;~S--5'::?,~Y'.;·. :~~-~~~.·~P~,:::t!;;. ';<S';.w:c,:f~1:l? .: ,·.e·;~<: :_::5·>:,~{::/:;>;~2','':· ~··~~~~~"/ ""~~ r.~::: .: '·) -, 

administrar ·Otra~ .horm(.)n~s: hidr()fóbicás· .. ( E~les;~:-1 :7. t;i; ~'Etkih/1:.1935; tyá'n1ªrnºto'• et ,al., 
1966

). ~.~t~~ig~r§a:~~:~~$~t~#k{~tt[~~i~~W,fu~!n~~~.~~3;í,~eá:;~~~~~,;·i~;~~~~J~~~~Lfü1i.~~~s · 
a las· utilizadas en eL pr:eserite¡trabaJo.•y;(:lúrante 24 •horas, de exposic1on;~mostraron ·que 

: .·.- · :.~ ;·:":.,.~·.i :r:·.: "r·'. ·(_·_: ::.":/~¡~ 
1
: ~~l.; ·-.-·f{)7;,~Y~~·_:}::>:'/ .\\:;.~:'..~- -_{~;?/:~' ~·,~."":'.:,/:·~~~-'~:-~. ::'.::;~.: '-.'::~::~i_.'..' ,:;:'~;:~,>·>~<:.~ ~,_;_3 ... ;;~:.::;·.;.;:,~;ff(~t:'ó·~·:~:?";'.;_;z,:~~.~:;-~<·~~;i/:;{~-;;::.~.r .. ·~·;,., · ·. · 

la captur,a ti~oi~e.a: de.·.\ . , .1,pr~~ent¡;i un ccímportamiento.dosis-depef:idie~.fo; ~Ieílcjon1e?~r 

veces mayor al control.> a ••• 1as ~4'1loras óon··· uria dosis sill1iiar?a.(1aYLitilii'a~~Geri'iestei 

estudio. Cabe menci·~·~·~·~·~9.~:(+~t~~·~~\~Rif.~· •. ~.e.~.r~~.l·i~~:i~:··~iJ}t~~.~~;?1~~\[~;~lC~~Q~:'.~DF~·i.ris, 
un teleósteo de agua·~ dulc~;;;~.E.sto~puede'.explicarJas'dife.f.eilcias~()l:?'servcidas' eri la 

: · , ::' ''. .. '-~~'..··.~!,,;-º;'.:e'·;:~(:;·.;,-~\'.,··.:·.·~-~,'.:;-;·<·:.,: ... ~, .. 1
1
,,: ;:._ : ::'. ¡',; .'i·.~-~·?: ::-.. :~ ;:_ '.~ -~ ,·".\'."1,~::'.~\;''?.~;;g~-;,.),,~:(~;~:;.:~;j~\,iB;z;~;'? 1 >.'/.~::; .,.- ~ 

presente tesis en la ~ualy9bservamos'. u·11···incrementó~r1láxi~o·tdetl~/concentración 

hepática de T 4 a las ci~h~:'p;(;y~'k".~i~6i6; :~e'·.~~b~;~:~;·;:~¡~~i~~~:i;~fü~i·;"16~ t~Í
0

eÓsteos de 

agua de mar, por en~onirase ~r);l:Jn mediÓ d~ O,~yb[;ó~~'61arid~d que su medio interno, 

requieren beber. agua contin~amente para rn~ntener. ~I . balance hidrosmótico; las 

TESIS CON 51 

FM J·'. ti 17 ORIGEN __ :_'._:: __ ·--~ -'~ .( 

---------- ----------·----- -------~--



especies, teleósteas de agua dulce, por encontrase en la __ situación contraria no 

requieren del' consumo de agua por vía oral ya que ésta difunde a través de la piel 

(Evans, 1993), Por esta razón, en estas especies la incorporación y saturación de las 

yodotironinas es más lenta ya que ocurre por este mecanismo cíe difu~~ión. 

11. Estandarización de los PCRs cuantitativos. 

El uso de algunas modalidades de la técnica de RT-P,CRha ganado aceptación 

en últimas fechas como un método semi-cuantitativo. La rn~~Clrí~d~ l~s c~sos descritos 
- . : - ·": .';':/:·7~' .•. '7":.·:;•""·:7"."""'<;'...' ·,-:v:·-. _,.,_,;','· ". - , -

consisten en la. coamplificación de. genes de ''HolJsek~epi'ng"i corTi~F;estandares. Sin 

::~~f :~~~~~~i~i;~i~~~i~i~~¡~Í~~~~~~~t~~~~~f ~~Í~~~I~I:º~:: 
iniciales distintas·:de} tos ~das_ tem'ptados;Ji)::ta!~aiferente' efiéieriCia.• de:·anifü1ción de· tos 

.- · := -:, -, .. ::'·.::.T.:_:':~_·: t;~~:.}\-~~: :?;tsj·'. · ·.:~'. .-,? :-._~"~->::~_\:·._:·;,_~:·::~;~~~, :;',;~f;~~- <~ '(:":;~:_·· __ ;_:_;,;-<9;·\:: :\~~:_=.-~-~'.:--:~:?::~,":~~:-:'.?~;: :·: :_'.-~ .:-~ <:-~:i::.~:t·-~-::.: ~~-.-~:~-~-"t~~'~"'~t,:\';~ -:~_,,:,.T ;·_. ··~:.:·:;~¡~.'::. : .. ~·:'~., · ;;:/ ~- : ___ : 
al igonucteótidOs ~pará~cadá~üna ;dé , tas ;~sééueiiCiás;:Y. i ii) :.'..diféreiici_as{én {él ftarriaño·• del 

·.: .·':!:. :.~-~ i··'.:¡!,:)~--~,~-~1~:;.:_ ~?~-;g.:~7./';·.,:f ·;:Oj~~;:·~:x:·:.~tc }--~~'.;:: :;: t'~. J_,. <;>··~<;~··:i~E"')i::/:~i·':·.:p~'.:'·'.;:t:~~~~-,,<~3.~·#~·7~:-f;:r::.-~·,:);.:<:~·-~<>·~1;,.:-::\:{:,~L-:-."~?U:~:~z,~;-~;~.~: :::\-:': :-:: · :- . . 
fragmento_- amplificado:_:''. El.'uso ''det•·RT-PCR '.en .;,et ;~campo {de; las;' desyodasas •se ha 

.. · · · ·-..- · · .:;_· ,· _:t,~ ~ r \.~-;~::. '. -::~:_;::~y~·i~?,.J~!-. ." \'~~º::':· .~:,,~'.:';~"?--/~ .. ·}5~·1:~,:~;¿~<:~.·:~::;:';::,\;,)<-.. ;-\-lf :,·~ ~.'·,:<-··~·::,;?: --~!,\.~-.. ~-~~".;~-:-{->.?:- .-:'.'/-,~~>g;:~;~ _:<,.-~~)-·\·.'.!! ·te(~:'.-1\·;;~:--~::'.::·:-~: :_-.\: < '.':. ·: '.' . . . _ , , 
1 imitado. a técnica's: seini:cuántitativas ''en·: tas' cjúe :se• ha'. útil izado,' éam·a estándar'. interno 

~ .. , '· :- ·.·;n; .. > ~.~.~':;·~·F;:;1·r:~~ '.;.~,.,;~,r~/-;~,~~~,·~-!'/-< 2f·>·-~\·~' ~·':?1.:~·::~;\fl::· ::~::;-\~i-'~<;:~~~~~:i<':-·~-::x~,:.; ,:,. :t:::.:._:.~·.;,!<{ r _'.~;~::~·::.::<'.;J;:;.:~u· _-.,~::;'.~~.·ti·_:/,,,.;.º:.;:·,~·.;:.'.:;:..:~:,~<-:-~---·~~·~~~:\~·"'.·:~-:~·.-·::·.,,-.:~{- ·.: .. · .::::: _. 
una proteíriá.estru'ctlírál 'co'mo ta'.'ciélofilina (Kim et;a/.':~199B){y.en ·01-·qüela' cú'aritificaciÓn 

.: · · ~:·· :-¡:_ ::'. :'.' :(.::·~; .... >;<~'!I~'<<-'~ ":~~~:,_: .. ~:-~.:;.f:-!·:::-} <~ ~:, '~'.::;:~~ .. ~:;-~f\::·).:J}=~~-::_;f:-:::::::'.::,:··,~-:~.~:r~·r.:::.:~:/· p~:-:.).i;f;~:~\:'.~~-·:-;: ~ -: :;:<:-<·-~.;·;.:_·. ~. i-\ ··.· · . ·-"\:·.:·'.·.'.:".·'. ... : '-.:~\. ::~,, .-_(::;, ~:?.: '~ .. · . _, ·:, - . 
se basa -eri• ta;~elaCión' desyodasa/cií::lofilina'.obtenida 1.en los distintos tratamier¡tós; Otro 

·.~ ::·:··, :):,í,:,::: ·'.,i-~::~~{)H~:/::-{:~;;~?\/·'.'.,:i5/~~:,~;.;,z.:~t~~:·:"(;~~~1~ \~;;~;.{.~\·fü~~~~)'.~i;)~:':;.;}/f~'{~:i\-~·)~~~;Ú''.'.·'~~ >:·::'. -'·,·': !'.:··,;:.:·:'. ·: ·;·\ :· · . , ' · ~'.'.';.'.·. ·: -::-':::~~ :·:-::·/,·~·::~ ?( ··,' 
caso es-el ·:estud1o'Cs1multaneo :de;ta\exp~es1on·del mRNA para dos desyodasas :(02 y 

- :~-:· ..... :,~.:~:- >-.~:·;:º ... ~.;ll~<'.,·\;;~~~,_,,--::~::.~:~~·/;!.~::~-_.~,<{<~~-:f,-':~:t'.:.~~?~~~.~~'.!/:/~;:"f'.4i2~::;7é~~~~~,~:3"Y:-~:-: -~-::<·-' ·'.> .-.º :· .; ·. -.-, -.~: ~":>~· '):·, ·~-~>· :~: .·- ·-" '::·. 
03) en un m1sr:no}RT~~CR(Stul~ et·c3u;:;1~~B)cen el cllal se calculo larelac1ori 02(03 en· 

distintas··--~,t~N~:~:.'~~,1j,~f~if~~~1i,~}:i.~¡fr,~~~.~c~9.;9.:~·~e,·)u~t~ ·nuevamente. ae· un':ifri·é'tadó -de 
valoración de-la cantidad'de mRNA·indirecto. ;;; ;.· ;:,;· ._- _ .• 

. --; -· , ; ·r.-~'&t;; ·.t;;:: ,.,¡ t: :r~~ )~1"~ ;:1é~}l;1~~·{'.f ;;rhf :;,cf ,·t· · : -· · --
En la•pr,e~ente,tesis.se·1mplerne11t() una modalidad de .RT-PfRt~¡,:;¡~<cuat se 

:~'.·~:r.~~~~lf ¡~~f i;~~Í!~~~fy~~~Y~~fu~f'&Wii~ii~º¡)~:~~;,::º~ 
misma secuencia de), mRl'JA,tde/Ja'desy6dasa :de .interés;~el :cúál 'cohtien·e: un inserto de 

soto 44·····:~g;·.·~:~R{Ü~~[~g~'.j{,?~~S~·~til',\~'.~~.~~J~iÍ~-;.?~~,'~J~i~tif:~~.~-;N~~~~;:~.~··§y;:·p,~riTI.ite _·• ta 
ampl ificación.equipar.ablé~de ~rnpos:téfoptados!•_ Ade111ás,•.·a.1-uti_l.izar, este :cómpetidor en 

~:;,::~1~11~i~~l\J~~:f F~f ~~t¡~\~lf~~~1~~:~:::~~d:::~d~~·~f :~~ 
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moléculas p()r. µg de.Rf\JA total. ALJnque~esta t¡3cnic_a no.es completamente cuantitativa, 

en este trabajo nos permitió cu~niific~r cambios d~ concentración del mRNA entre, los 
' • ,.. - .- > - • ·- • -. ' ~ '. _, • - • '. • •• - • • • ' ••• 

diferentes.grupos• experirnerítales de Úna manera_ confiable'. Ademá's_,comC>. una~'n1edida 
relativa, r~J~11a se/~~~:~~~6?:~\~'.J~:.1.~~-t~C:rii6~'i;d~'Rf ;f>.8R\;()H~~~é;.i~~~fo~·x .. : ·. 

PCR ·::~ut!f s~'.~¿~~~~f ;~gi~t~~1·f~~~~~~if~11~1~~~g}~;!"i~t;z~~~:t:; 
tanto en peces como en el resto de los vertebrados. 

111. Efectos de las yodotironinas sobre la regulación de la 01 hepática de F. 

heteroclitus. 

Los efectos regulatorios de las hormonas tiroideas sobre las desyodasas son 

bien conocidos en los mamíferos, en donde se ha observado que estas yodotironinas 

tienen efectos opuestos sobre la regulación de las distintas des~odasas. Así, estados 

hipertiroideos producen un aumento. en. la, actividad 01, mientras que esta, enzima 

disminuye durante.el' hipotiroidis~o. Los:efectos<6bs~r~~dos :sobre. I~- áctivÍda~o1• se 
,·.,-._ .··· .':--( .'.;:,-~;-" : ,:·.:. . :..:'- ·.~,. ·,./ · . .:;·; :"'~·=. {.'-;::.,. ·:~,_ ·,~_;J ~ ; .. ·:.;~~: -~--··::~,_:_,'· -:..·;-.:. ·- :_·: .. >L: ~-~_:· _:.:,·': ·: -/\ ... ~-~--'.: .. ·· ·> ·:-: ,,:,;, .,_,_-. \.~- -.·_;;::-· .. ~-- -~-- ':-::' :·_:_:.{;;::: ·: /_ ·-::· . -

acompañ~n, ~.e/111'ódifi,<;:é1(;i?l1€l,s .~l")'.I~ ;,canti9.ad d~ s,u,mR~j\.;,E~to:s;é,ha:explI~~do, por· la 

'~·,~'."'~-·- ;;~~ '.,_, ,~:~/;j;~ ':-·~, ;- ,. 
r:'::· ~, -,.: ~-: ··'' . :; ~~~. '.- .' :;,_'".. ~.' :, ; . - '-"'·" 

- ;' . 'º• ;, ·" ,_, ' ·.·.·.·.' .-: :.~-.:_;~, ; ""·.--~.', ''. '•.:·.•.·::, ::,. ~-.· ·,·.·.· i;-,,_ •• ~_-.:.,_·.· • ';'? <~·:t ·:·,.<.\' T -

.. En , cóntraste ,,.; ,que el 

que 

sugiere Ulla regulaCión en 'sentido:il1versO'á1o·obsérvado en··especies mamíferas. 
:-· · ·, ·· ·-_·. : «···:. >, ·~-; ~ ~ .;·1-: -_:., --._· ·:··_ \ '· ~-~-~ (._ :> -,::,;:··,'~·:··-.~:~'.;-:·. :::\~- ~ -:.:r~"·:;;.:_;'..:~',·_,::·¡·f ... ·--~~/;.;~}:"', .:: ,·:"~' '~-:-:-:-:, :_ :-.-... ~~- -. ·:,_,' · · :.- . 

La'actiiiidad 5'"desyodasa'iotal'he~at)~éi{l1a·sido estudiada en peces desde hace 

dos décadas en las é;u~Í~~ se ha.obse~vado la intima relación que existe entre esta 
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actividadtacnto.c.on los.nivf3IE3s circuJ~nt13i:;c ~.E3.TH (Moriri efa/., .199~; Sweieting et al., 

1994), como con las yodotironirias administÍ'ad~s exógenamente (Éales y Finnson, 

1991 ;Sweeting y Ea les, 1992) .. Sin embargo; estos• estudios rlO .sOri,'dornÍJ~fa~lescon 
.. ·--~·--· - --·-----~,.... --- ,._ - ,_ ... - ---- -·-·;,--·' ---~-.--·,_, __ , __ , ----·~--- ·'-·--··- .. ,,,._,---··,; --;·;:-- ... ·-~ --- ,.----, -

los del presente ;'trabajo ';ya '·qu~ ·en .•. ·. ellos : úni~amente ·se:',determiri'ó\ la \actillictad 
-::::, ... ,. "; ~ :~ --~- :': '•>' ,_.:: <;· .!":' ::;_.; :·_\\:. '; ! .;· .:, ':' _:;'~- :· .·' >.-,_ >:~, :'· ~ -:-~< .. ~' ~-:_;·.·:·' _ .. _,: '.:>: :_'·:« .. :;:;·; ·/'..·-}' ::~}' .'.>t'.~- ~\\< ::-<),t·_>: '··(:~;:;· .. :~>:,::·:,~;.::~,:<·-{:'.:'.-~:'<·~~~t.:/~·:;//·_:_,._<··' .:, ' 

desyod.ativa.·. S'·tot~l ,•.sin dif~rencié:!r'.a ·.tas ·.d~s :enzif11as· que·. c,atalizap ·dicha, act1y1dad. 

Estuciio§~r~·~1*1~~~~~:n~;.~J~g<~[~?;~~!~~~ijit9JE~í$.~t~1~.¡~~!~r~t~l!~~it~~t~.~?9:0> 
demostraron q~e ~I ;hí~ado}de·: cierto~ pec~s: C()e¡xpre,sa' a~tividad ,enzim.áti?~ 01 y D2. 

Así,. lo~ e~t~cii'6·i~ó~i~ri6~~~~~ri~a;riirf~~~~·~¡'~~á\'¡~¡;·8~'.I~ ~~g~l~cic'.m·~e'i~ ci~syodación 
hepática "6.n pe~'95"1í~~ re~~íá~Íl ,~:5'Gif~da5\í¡S;;~;jc;'.~'6~:?)¡> · ·:~ ... , .. '. 

Eales ~J:~~~~o~~;1b::~~~t:~i!;i1~\~l~~¿~~~~,~~J!,i:E•;;;s~~ ;,~:;:nd~ 

t~~i~~:~f ~~n\;~:.iii¡~~ll~illl!IJJ:~~li{f iIJi~J~;tr~~; 
otro lado, en estudios rEmHz.ados en ti'~piá (Or:eóchro~~f :niloticu~);•,M.ol.y>colaboradores 

~:;~~:~:~~1.g~¡ f ~~i~~~~~~~~~~~~~~ji~~f r~~t~I~~~f ~,co~d~:: 
~:~0t~~i~~i~i~f ~~l~~~ijtf~jj~J~¡ijf~~f !?.~1~:;~i~~¡,t~:: 
resultados·'.f~e.rorü'sorpre¡ndentesé'd~bid()~~ ~;é¡Ue'-s.on/:ce>ntrarios al ;patrón ·~e regulaci~n 

descrito ,~f JT~T ~!~S~~.:.~:~~,~·~·~.1~; ... fü¡~:~~1;:~ir.t*~~~~:.,,~~·~l~~J~~,.~g~,?~~~\~~~~fü~:i\g~;fif~pi.a 
(Oreochromis·.'niloticus y)Sarótheiódcin;melanóthefón) T mo~traron •'que··· el i hipotiroidismo 

' . . · .:. : . -~' ~;; ,t;.l: ;-:;·.; ?!G~ -~ .:·~~:·.'.:::·.·:~:_·~~'-\1. ;;:.:.~·;~·\·' ~:::'i".~·:~~<'.:::~i¿J.:/:21 ti: ~);i_t~i~: .~~~.i~.\~~t·:;;:~.~~:1d.f ¡1)~ ~ ;\~'.~:i'·1~}t:;:~"j ::":;;~ü·-y'."·1~ ~:~ ">:·~.4':_:~-;:::'.:"'.'.(.-::':~ 14q.~~:-t-:•.¿ ~~:::.'.: /'.'f' ~;~!).~.i.·(; .. ''.:~e~;.~_: · ~ ·~ :~ . 
prolongadc:J.: i nc,r,err:ierit.C1.•tantó••1a:~a,Ctivi9a(j.· D.1 {cofíio~su,rn8NA'.ei1 ·.el; 11 í gado;,, ejerciendo el 

. -::: ,~º :.:;. ~;;;-;.;;;:;': ':.~:?~::":· -' ;-:·?7<: ~~f-f~7:~-:.¡ -~~t,~;;z.:,;~~d:i:;.7:-':;~~:::rs:t):~.f!~f' ::~i·~;-~~?tr;~~~~\i:;'f..~1;;~}~~·~:k:;~~~,rf ?'.<~~:~~· -~ ~-;ú"~ -~~'.;·~,~\ .. ;r :·:!.~5 .. ... \.·-/F_-.~ ~.-~:,.,.(~~::r- :. ,-:: 1 ~ .-...; '.?. -; --• -c. - · • · -

efecto .. ·c()ntrario;,~at¿descrito t.en\;marnífero.s·~;i(\(ah ;def;!'Geiyte'!! 'ét ~l.;\2001 ). Estos 

;:~~:~;~~·~~i)"~b~~~~H~~~~~~;!~~J~~~!i~:~~~=~j: ~~p:~~:,~=s~::ón de la 
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EJI marTlí.!e¡ro.l:;_ ~.ieertiroideos el .éluf'!"\e_nt() t;:¡nto. em la a~tivida_~- _D1 C()J"l1º de su 

mRNAse ha explicado como un mecanismo de .inactiva~ión de las TH ante el exceso 

de substrato .catalizélcJo por. la_ propia [)1 al desyodar _.el .ani_ll.o _ interri'a~.d.e las 

yodotiro_~ifi~~;cs.¡~~ca.··~ta/;_,:2002·): •sin.en1b:ar~b.·en·r~_1-~f i!Jn•a:10•~-P~.?~s.·sabd~rs.•.~-·C:o1. 

caracterí~_t_i~a~}9q·cI611al~s.y;cpn¡o:y.a s~.;n:ien?io'rj?;-1:1~·[)1/?.º·es._regulada_.a.la,alta .• por 

:;0~2~~;~~~~~~l(~~~~Í~~r~iq~~~Jk~~~l~~~1~-i!{~~~tf;¿~·;~~:~;:n;~t~1:~ 
por estaenziína en pe_ces (Scinc:Jers et a/.;;-.~997) ~Ugiere que la 01 podría haber surgido 

- ~·. 1 : .. ·~·'.'::"'.-:~::<~·;·~:'.. :5>.::-.>;~;/:~-; · .. _::<(:: ><; '. ,;,\<'~.~-~:.:/.\,'~:·:_··/,'_:~-·:':;:h'.. >--;';<'='.~T/!:}·~":·-:/.:0.'.r;_ ·\>>." ', , ·. -· 
como una enzima que un1camente-catal1zaba•la:act1vación de las yodotironinas, y que. 

posteriOrmente >(a-·· partí~ ~i~de'- l~sA;r~ptiles)· adquirió la doble función de 
' -,~_-,_-_."·<--·~-:;·,_.-- ·-_.· ·-.-,_·,_.·->-- ·--: 

activación/inactivación de estos mensajeros. 
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IV. Efectos de las yodotironinas sobre la regulación de la 02 hepática de F. 

heteroc/itus. 

En contraste con la actividad 01, la actividad enzimática 02 mostró decrementos 

significativos (p<0.05) secundaribs a I~ administración de las tres yodotironinas 

estudiadas, Esto.~ r€lsdlt<:Ídó~ {;~nC:LJerd~ll·con lo observad.C>.enmamífero~; e.n donde el 

~~=~~ if~~~~~~~~~~~1~~i~~~f ~l~1,;f~~:(~~~\~1¡~~it~]'::~~it,".~~'. 
Kohrle .1996·-Leonardet'á/ ··•1984'· SF;Germainy.Galton·,·1997) .,:;, .: .. ,"'~''''""'';·.·•.?> :.·· > 

: 

1 

'· ' ••• ~: .•.. :'.:•~.~-<~ ;,·(:~H:~ : "_;,.fai ':'{~n~~ .:~i1~v:)'0·,··.·;:.~·.··5' 3;.·~···:iE ·. ·.:•·•: '~)'.;~·:} ('~ t&·¡'.;Í\;~::~.:·:~·Si·{~ .• ;·'::·.·····.·' ,· '., 
·: E.n ··este ~c~~te~toise ,ha ···.•c!~scrito,;un • ~fecto:órganó;.y'.,yo~()tiroriirí~7e~·pecífi co de 

~~~~~f ;i~l!~}lll~l~lltl~tili~ililltilf illJ~~~:~~ 
la' . yodotiron i~a}uti !izada;; nuestros ¿resultados ;1nu~~tr,ann:1u.e•'1ós:"efectos';i:le 1~$'; tres 

yodoti~~fü~~'.~.·E~·~~~;.1:~~~.~~I~:i.~.~~~~~;~;f ~~r:~~'.~'.i:!;_~j~~~::il~~8~~~~~i~~~~i~t~~:~¡;·~,;ftj,f.áT· •. ·'ªs 
24 horas.,,Sin,.embargo •3;5:'T2,;resulto,;mas::potente¡·a)as1).12•;h •p,T::;En;;cúar:ito. a la 

-> ·-:,. -.,,": ·: "< ;: _>~··; ~ ··;·· :_' '._:.J·~·~ ·::. :'.'?F~-.:·;'·; :"L7'.· ~·, ~ !~: i ':: '.:;~~).:-r'. -~-)~\ V\;:.;'.-\~ p~~~ .::\~~~!'.~'<::;: ~¿. ·:_:o:;:_~;"'.: ':J S ~?~'.,-~ ~ :~'.:~ t; :··,~ -~'t:-:·-~ '- ·}7l.~:\·-; ~~; =.~'5;--~~:[1)(-¡\~.:~;~~''. ~:-~:~: ;/~~~:ix;~:·_~ ·-~;:? ~ :- ·; ~ '. ':·\-'. : 
expresiór\ .. d.el .. m~n~ajero;rlastrei; yod()ti.r,oriinas pr,ese?tar()? la' misQla.ipotenci~·•·ª·.las. 12 

::,~;;.:;;~~~;,~~~~T:'Y'.~;s:~~;1~;~~";:r:~:[~~\:~~~,~t~{1~;qf ~~!~;¡~,~~'.f:''ª 'ª' 
A .la •fechaexist!n muy .. pJ~ósestJdiós ~c:~:~~\~~·¡~·~¿~~Í~ct¿~•·)xt l~:~~~tividad·· D2 

. : ·:-.,~.: .-----~'.-~-:(~~-~:.;;,; ;·>:?~J~ ::_ ~'( t-< ;';:;_ '-,-~: :: ·-' ~:'._;, .. L'-.~:···:- ·;:·t ~ ·;· --: _: -~r' ·:: 2.\'~~ '"- ~- '-: ~~ .·?·-·::~::·;;": :>::r;-,:;.::-·::;:¡\:~:::7-; ~~:"):i::::i'n~'.,:~~-~ :-;}',:~·;,;<.:--.~;-,u.~:1L:T:{·;&tr: ¿~J:-;;_::_:~~-; __ :·. :< ;·,~ _:: 
por las.yod~tironi?.;:is'f:311.-tel,eósteos.:;Fin:nsoni'Y~cólaoora•d•?r:es;'(1999);~repi:irtáron· •. úna 

~::~i~~r1~~~;'~~i~l~g1MJI.~~~~~t~~~l!~~~li~E~~iii~~í~l~~r:d~ 
ayuno en .. la• t~uc~a .arco1ris. As1. m1smo,·.Mol y; co,la~orador.e::; (19,99) tª-mbién e.ncoritraron 

-· >-~ · - /:_.'):·;·; .:.:_;'..:=:-',_('~.'.'.'. \~.'.~?::.·.~--~ ',;-. :<~~._ -. :-~:\'--.· -. '.\; -~.-_.-:;;i·-:~~:;;;:--· __ -;.:.::~;-.:;~'.\,\?':..\:":.:~:~>:-; -~.t~;~',~-:1~::r:.f:'-~\i~'.~~-':'.-f_~-~~>,,?\"':·:;,,_~?})17;;_,'.'.; ,:::~::-:.~,! ·;_\'.:<~::'.~\~:·,'.~'.;:: ;::: 
que el hipertir:oi.d.isrno',secundario a elevacióq'.'de;lós;oivel~s;;séricos',deúT45~diS,minuye 

• • • • -,.- . -;_':· "; ·.:- [·:-.'.: ;~ .. ~<-:.:·:-: ·.·':"-?.: ·• :,\~-\ .r:·~;-'- .;/' ·:é: •= _ .' >·:<-:·:' -~"~ ::· ;;. ~-'."~~-' ·:-,:f:~:'..~·-;z;_;~~..:.;-.!.-{'i'-$}':\~·-::_~;;f?:f>'.:;:.":~/~~;:;~·~>~,~i~,: ~'?\/.?~:J~:-~;::·::{~~z~;/r.~f~3,:}J~3~',}.·..i-:. _ 
s1gn1f1cat1vamente :la act1v1d~d 02 he8~t1ca;·m1~ntras:que elh1pertir:~i~ismose'cU~dario ·a 

:E:~~?~~tº~;f te~~r~~~f~,~\~~~~~~~~~r :!l:f !~~~Y.:~yi~;:~:::: 
tesis. Así, en nuesfro estudio s~ muestr~ que los efectos de las yodotironinas sobre la 
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actividad 02 hepática se pueden observar desde las 12 h PT; es decir, a muy corto 

plazo. · · ·· · . · .. · · • 

~ªuº~º,:s$~~~i:JiJ~~!@f ~i:lJ~1~~i:~~J1~f~i~f~t~f~~1if r~1f ~i~~~~~~!: 
cerebral cj~·~ata;ii.°s."§uales'.no···fllero:nHllhibi.10s:C(,n·ciclobél<imidaRun!inhibi~or 'de, la 

:~~~:Ji0.:~~Tt~~~~~J~~~!'~~Jl~\Í~~ff~~~i~f~~fi~~[~\i~J~ª~Í~~~~:~: 
previamáiité.~hipotifoideas''f.epórtaróri"u·r'.i'.'decrérriéííta·:del)'íivel ~de.mRl\IA';D2'.posteíior a 

- .. ~ :: '::;.·~: :~ :::· _: ·:>:·---~~ -:~· ~,/~;:. :_~·/:::~;· .. ,f.--)<-.·-.·::~;:;;:,:·.,_-,·!,:·:/:~\_~«;-~-".:· .. <~:~r: -_·_:;':_··',;ri);::-. ':!~·_: :;;)·. ·' ~ t "'.;·L-~ ~ -'.·· :;; :..':·::';''.~-:~ __ 1,: -·:.:.<]_·..r."::'.·,_ ~ :· ;;·_';,¡.; __ : ::·-;:.: .·:'::?_.,~~\~-~~ Úh ~:~1\.>:; ~;· ·:::~,~~:-~: ·:. _ .. :::· -. _.
1 

la administración .crónica tan fo de<ff3'cómo .dei•T 4;: Siri embargo;: los' _eifectos<a'gudos de 
-. ,. "~.:~<. ·:.::<~ :.,-i,.:~r'. _:f~}: ~,,,y;·;~; ··:~:·:.~_:Yi-}.1 '.-~:(·;-?:::.~.s~~·'.:>;¿/->~.-·:<~~}:·.',.,:::~. ~,,._~,_~:j;.:.: ~;)\·'. ·""?:·":~:i :._. ;,·::;.·::~~.~~. ·=: 7i.~;-<. ·.·:~,;~·;·;':: --df ;.·'.:-A .. ·'.}~::º:··-:~ ::r-~;"'.~~~·.~y'_:.: .'.'.~· . -;v:;;; :·: ;. .. ':·: 

dicho. tratamiento' provóéaroh'.:efecfos :'diferenciales según '•la''. yodotironina' empleada: 
:: •• : • ··' :·:- r .:'-': ·:::~-·.;y;;t:::;· :·,t::~ :'.'\'..,;:~:~;:."-·: ~~ t1> ~·~}~'\•.:: ~rr~;?:·~i.?~~~:;~,- 'f '.'·~?; :' ~~-':)'3"'0':'.í"':;~;. ;~r..::'-;.i,_:~··: '.'¿~:·/v.'•,·: ".·~:~.~~· (~'?'. '.~~ "i ~~;;~'.(::~ ,-.;y~·:.~~:v< -~1;~~.~·:7. •r;::\~ ::;'~~:: ~. ::_,u,.-~r~' -~:·· ~' .. ' - : ... 

mientras que'en'.r'atas'• a '..las {que: se; les 'administró;:f3:se::cioseióíó:'Uri'decremento •tanto 
. : : ·:· ·. ;.:. · ..':.~.'.:-.: ~·!;·:::;.:\:; ,:;~!~·:·:~- ~~~?\'·· .. ~~:~1 .. .:.:::-r~_;·:.· ;~J:.:~:-.:~~-~<~FJ/·::.;.:;.r::'. 1({::'1\: -.~··:;~-~.;:;.L~(;?;~;l~:¡·,:·,_::/;:\j,->:.<': .. ::: ~-;;?_:¿;.,~·:; ·.·:..;~~~· :-~ ·~·t~: .. ~:·· .. ; ~).'/:--:~ .:::z.·:·;·:>·~i. .·:··,~' --.. 

en la .• •a,ptividadreíizimáticé)D2 c:61Tio~:e71is~~mRt>.JA;'~er{.la~.·:ra.tas>'tratadas .con· T4 

únicame~·1~···.~~··1;~.~~~ti~~~Fi~f~:~~~:f;'ff6f.~·;,t~r+~tf~í~~~~f:~#~~s~;#ªt6;~·· sÚgie~~ri· .que los 
efectos observados son tanto a nivel pre- como postraduccional. 

. . . .·.···•··. ·:•.· .:
0
,:; ·0i; .• ,. ;;}'·,.,;:!;E;;:;. 5.~;?:~,~i:··<f'; ·~:::. :t'J;,{:c:'.,;~.i~ .. ;;~,;:(;~~~; .. c·::. ·:;'\:::. .. ,· · ,_ ... . . ·.· 

T4 

En elpr~s~r¡te,estu,dip;il~sI~sult~d(ls~opteni~o.s a;partir.,d.€3,1,tratam.ien.to .con T3 y 

cantidad relativa de .la/eilzirna:•félisminüyert1n'en;16s.giúp6s tratados Con respecto a·. las < . · ~-<~,'.· : }':.:;·'\<-~;.·~\:~r\,~(J:''.'·'.·~·::f1.,:;_:~-~'.~:~t::~t·~~:~:-;f:/d;,~·~::.·,~~~~::~.;~ ,y!.::~i:;··,:::_~~7f;.~~;-~:;,·~~·,._:~;__::t·;'.:<<-...:~J.-: '~fF:~:~\ .: :~¿% .. :'.;:·:.:>:~: :·,: ·::_>,;, '.~ :--.-;.:·; -:.,: •· ~·.·. :-,.-:, .. :_: : .. , . 
grupos control .... m1entr::as~Jqúe•Ua•'afinidad/de!la':enzima1·por::.•e1 substrato (Km)no ·se 

' •' : .. ,': '.:• __ ''·?=/ ,:: ~"':~".'...~'.:!:.:)•;: .:-, ~f;:''°'·:~- ... _::'··:~:;:'·}: ::~: ·.':":~-.. ~; .. ·,\:,: •:.~ ! :;:;;.~:~~·:\:·.\~~-:v~';}/~::.../.: ~;-.. ~:>' ·-~~~:_,~:·~.(·:::~·:·t.··.·~:': ... .-;:./: ,~· •,.>~,": •• ' ,: > ·_<:, .:•• ... ·' ·~, 
modificó._. Sin .embargoiir1();,descartamOs; 1.a\ ppsibilidad ;de;quelos;e¡tectos ejercidos• por 

·,:_ ·:. · : .: .. :.<:· t<.:.~.;~;:.;: ,.<'/'<~ .,,:t}\ ;:,·;·;~,:';_:. t,: .. ~~).o.,\·':f~::·:.~·:;._. :x~;.·~J---·r->) ·:·.,;.:,, .'(~~~; . .-,.f•r:,-::·., 'f~~.- t.-;::~/: ~~itY::Y, .. :~;,;: :~ ~ ,,:,/¡: .:_:, ,f·; < ,,'-:~;:::-~"·:> ·~:t~_:i.;. ... ;, ~,,.~ · ·:.) , : .. ·........ ·_ '. 
las yodotiro11inas \e,studiadas·; e"n est.e'.t.r~b~jo;·púedán·:,deber~e ,en'parte .amecanismos 

~~~~~;~J~1i~~llti~IJl~'~lrt~{~1~!~J~~f i~~Et~f j 
pretraduci::ional; disminuyendo la transcripción del mRNA y/o disminuyendo su 
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estabilidad, como a nivel f:>Ostraduccional, au111entarido .Ja. tasa de _ dewadación 

enzimática. 

~~~:"º~:~~bli)t.~SJs~§1i~;:C~: ~~~~~1°r:f IJ~.'2i:it~;;:~:lrx~~:?.í;:funr:~ 

en ·mam1feros como en teleOsteos/M1entras'que·el:gen; 0101"claramente:cont1ené,s1t1os 
·, · ·/'.·. ;.,;./·º::~: : ~·i~";·.:"/:'.'!.~·>:·'·\~~1~::c:~--~//:~:-~- '. ,;·<:):::.- .~ \~'/,-. :: \:~\::;.::>F. ;r:~: ·~;~·;::;~_~:1:.~y:;_·¿-:·. · :L;~~·~~\:·~;~.:.t:.;~? ;:;'.ff~< :·:~!i~;~.:.-}'.::_;\\~;;;\:~:~~-~·~:.:-::~~~~:-~t:'1·;~'-:\C ->· >/' '.~::·'~:;~;> :,.~ ·\\":" .;·:!~;·: .· '.- :> :;'.- ~ 

TRE en· la. región YprómOtora};hasta ;lá}fecha:;ríó{se'hán1'érícontrádoéstbs reguladores 
. , , .. L:·.': : _

1'.< ~: :: : <? _:-~_-''.::::.:'\:;·~~:!i·~'._; ·::~:·/.:f-'.-:~:1~.~:/ .. \~#~~)~:;;;{:~/":f.+''5~:t:1~ :~~--~),-· ·~if~2·; ::·t~>i;:L~~t~~;:f;::;;~f7~,~-f:~~~2:};,:-::j::~~:Y:-~-~;::·.,:f}~~:};'.::; >7'-~ '.</ ~>>:::·,-~?:<fi.'. ~<~-<?:'. < {:. 
respónsivos;a :;rH 'ni ?en;· el igeh')'Dio2 j niam ífer:ai·nrten\su :. ccintráparte '.en ;f.·: h.etéfóclitus 

,··, o·. - '•1)'/.~ic~:.f·'·:;'..~\i~·"".'/,··~<-·\ ·.;-·;·,"'',,· ':;:~··>:··•;-v·:::~:c:·/·:)•""'':í~j~~-:~~~";',~~'"'"',··--,··,"~·";i ·.,:_···,,·,-·,e:•··; 1 "·.' '·,· '" 

(Orozco et.a/.,'20p2a)'o en-trucha arcoiris.(Sambroni et a/.~'2001):,,Más aún,.se ha 

:~~~~¡~~~~~t~~~~1~1~t~~~~1~·~~~\~~~I~~~i~1~~~~[~tf ~i~~f~f?~n"~~~; 
Por otroladc:J, .mient(as,que!el;gen!Dio2.:mamíferéí·i::oritiene·.urilsitio;responsivo··a cAMP 

(sitio CR7)ii~~~~:~f~~·ri~ e'ríc~rÍtradé)'~rÍ1'o'~ genes Di~2 ·.~·e fo1eósteos: Tod6'ío anterior 

sugiere que·.aún'Cuandcí. el efecto final observado es el mismo, los mecanismos de 

regulación ~ri:tr-~' ~I gen Dio2 mamífero y de teleósteo parecen ser distintos; . 

V. Efectos de 3-5-T2 sobre las enzimas que catalizan la vía ORO. 

El aspecto más novedoso de nuestros resultados fue el potente efecto regulatorio 

que la 3,5-T2 ejerció sobre los mRNA 01 y 02 y la actividad 02. Hasta donde.sabemos, 

se trata del primer ,estudio en el cual se evalúa el efecto de este mensajero sobre la 

actividad d~~yciC:f;,{tivade un teleósteo. Conio se mencionó con anterioridad, la 3,5-T2 es 

un producto n~tür~l"~el metabolismo de lasTH que se produce por la desyodación de 

T3 en el arÍill~ externo: Hasta hace poco ~e pensaba que esta desyodación formaba 
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parte d¡;¡ la yíade iriactiVC1CiÓf1
0
de yod()tir(lf1inCls, ya que (31 rnetabolito generado a través 

de ella careéía de actividad biológica. Sin embargo, estudios recientes han mostrado 

que mientras la 3'.,5'-T2 y la 3;3'.~T2, productos dé la desyodación del anillo interno de la 

rT3 ylaT3,)~1P~~till~·rneht~.·nciti~·n~~·~f~bt?'~iblógic6 conocido, la 3,5-T2 ha resultado 

ser una .yod~tir~~in~n:ié~'cb~<~cÚ~i~cid' b.ió'1'ó·~i6~: :, . 

Los:e·;tJ~igi~:~~·~2¡·~i~~~:.:~rd~~;=~·~i~-~~ se. han enfocado prinCipalmente a 

la mito~ond.ri~\ y~'1 d~p~Í~~~~d,~,~~.:~:~:·~i;'.·~~~.~.tir()~ih~ ·en el .• metabons,~~ ~n~r~.~ti7? tanto 

en mamíferos (Cimrriino ef;al.~ 1996;; Lombardi e¡a1., 2000) como en teleóst(30S (Leary 

:;.:~~ ~:g:.~~:"::l1~f ~\íiI~ii~~~~tJi~:v~~!;;g~~~~;~)~;1;~~~f ;~~i~~~d~~~ 
parecen tener .relévancia;fisiológicaj(~og,lia:et ~/.,:·J.9~9)>.E~ri· t,ec~af r~c;ient~s· se ha 

::~~:~:bd:,,~::x'~~~![ ¡A~~s~~!~f~fil~~~¡~¡~~~i~;~W~~l~~;~i~¡~~¡~1~~:~1~ 
de T3, y otro aparéntémeijte~Yrio::;genómico ·rápida~·;;ejérddoti:iDrJlaJ3,5"T2':gerier,ada a 

: .- -·: ·: :,\. : ;\ !,~~ ·,_:{;.:~ ~t~:.fj5S!,~·:jj~í';~'-·.:=,;;};,:·~~ 1::'.L::Ji; l:(-~~~ec~· .. ::·%~; ~ :ff '. /- -~~:\·'. ,:~:_',: ,·,\:,.·;:. -~·,.,--,:·~<:·'.···' rf&>:_.;;~;:··i· '~-: :·;,t~'.:.:;.-(.~ 1 · .. :::. -:-;; -.~~~-- ;-c_'.:\Í;')~'.;. :>-:.:t.- ::·~;Zf,:~:;,_":.-i .. ·. -',. 
través de ·.1a 'desyodaóión';'de:;J°3HMo'reno.,et;a/.',!;,f002);'.A~.erná~\deL,l?S·:efoCtos· bien 

establ eci.~?~,.:;~~~l~;~1~,,~.~~,\?~I~~~~~~~;~i·I~Y~:·~&~~!í~1~~~~~t~~:~c~;Hie:~1R;~:i~it~$!m~tf~gs' que 
parecen esta~ felacjo11ad,0~2'c:on ;;,el' tipo/de;regulació11';:ejercido. '¡:>0r/!la$ ;ffH~1YAsí; ·esta 

' .··~:- :.:~' · :.-_;:.-;;_ ,;Í ·/ .... 1-~f ~, .;. ~·;?:~';~i:;~:>::>~:;,;_~~~.:.;·:-.~·}.~: ~·~-'.~/;:: ·, ~" i,(:-:-:,)·;: •;: e>"~{'. ·'.::.·;·'.·~ '~ '':?-;·:;,:·; ;?;".:·-i': :;1.~\' ;'.·i~'::·,'~\:;;~ :'(Ji.:\; \\-~l<·',:!.·::t\~'.}';;_,;~:~·-;;;''.;,f;'.· • '_[:.:{;~~~ \-'.:·: • ' '. 
hormona .parece :tener: una potencia similar'a · 1a de;T3ieil aquellas funciones:' donde· 1as 

-, , ,.·._.:.~·:·/~~::·J.::.·_:$·<~;¿.'.:);: ... :::;~:-. ... ;_,·):.";-t .. ~<'··-~:'./<:-~:'.: .. ~~:,..-:·;.,_~-~:.,_._.·-:-/ -: ~-, ~---: __ ._ ·~>.? ~-:.:;:~::-:_:~:,_~·:~~-;~~~,--~~;·~-J:;· :·;,_-;_~~".:;--.-::~.:t:~:/"9:1rt~·:;: .. ~-'::::~·.:.2.r::c'}~f;:·>~-~;~- -.:::.~/~~:~' .-_ ·. --
TH ejercen.u9 ..•. ef e,c;to~feg~latorio' negativo; .. coi116 .. s?n \ la''ci nhibici<5;n},d~iJa .secre,ción de 

TSH. (M~r;hp~~t.·p·{;;~~€~s)\1 1~ ~xpresión ·de 1~s~r~9~Rti~~~~,I~~~~t(fi*Ji1~,t~~Z{fi~~i~/>: En 

contraste{e~;aque)los/sistémas ·estimulados, por lasTH,dapotencia de la 'á,5-T2 es 

hasta1 OÓ.vé2~~,h,~i,;6~, que la de T3. Tal es el caso de la ~stimul~ciÓn de la sínte~is del 

mRNAde',G'~T(ryíó}~~o eta/., 1998), la actividad 01 (~~ur et al., 1997; Baur y Kohrle, · 

1999) y el ··iricr~rn~:nt'o en el consumo de oxígeno en células hepáticas de ratas 

hipotiraid~~'ViW~'rsikt a1.; 1989). 
<' • -· ,, ~ :- • • • • - • 

Así;yen'.q()h~ºQ§lrl~ia con esta noción, los resultados muestran un claro y agudo 

efecto inhibit6ria'ci~ la.3,S-T2 tanto sobre la cantidad de FhD1-mRNA y FhD2~mRNA, 
como sobre la actividad;D2. :Estos efectos resultaron ser de la misma potencia que los 

ejercidos por T3. Más ~J·n, los resultados observados en relación a la actividad 02 

preceden al efecto pro~ocado por T3 y T 4 sobre dicha actividad enzimática. Los efectos 
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ejercidos por la 3,5-T2 ·sobre la acthtidad de Ja. enzima . D? son comparables a los 

reportados por Baúr y colaboradores (1997) eri la hipófisis de rata en estudiOs tanto in . - ·. - .:•·,-_,, ( -'. ' - " . . ·. .-

vivo como in vitro. Ellbs. encueiítí-an úna. inhibición de. la . actividad. 02 secUndaÍia al 
- - º'· ·\- ,. .. ,,,-_ .. - '., . - ... _._ -- ---,.-'"" -···. - .-,_ ..... ·-- - .---· - .... '" ··--.··-: .· ·:-- .-¡-.-.--- --.----_-_ 

tratamient~· ·~ari 3':s-f2i·:si~i1~r ª .. '~ :·presen~ada ~rlte · 1aadml,nk3fraciÓhde;J3Y m'ientras 

provoca uh'decrementCl'impcirtante(en••1a expresión de;IOs dcís1niensajeros;qúe catalizan 

, ª. v.í ª :.d0·~:~~;~~:~:fafü:~.~.:'~~iy~~9ifr~B:!B'~;~,~:,§.r;ci~~·;1~~~~~:~:~~!·8~·,~~é.~;;§~,i.e~ft~~gi,t~dºs 
son innovadOres\ya!que<tiasta'/el iniOmerifo\no~·.se 'hah~irei'áliiadofeistúdios:·sabre la 

- -- · · ·;\· --.! >-::." ~ ..... :~;.~;:x,~~,;s!~·;\f; .2- .. ~t.:.~'.,_¿·~: >:f:;~,,~~~-.-~;\\:{~~i(:;:-/~~~f/ ;."::.;~ :--~~: .:~-~ Nf~-~~ /:f.:/. ·:.soS~-~,~~~;;_;f -~.:·.~:V·:·:::: ~~::;:_/F~_:.~/.~--"~'::· .~A:·;;~.:"·~~:-:·2~,~~~\~ i'-;:i;\,~i>' ;5~~:~: :if,:;};~~ .{:i:::\~~: ,. -, -. 
re:gulaCión :del. RN,l\ménsajéiro·.· pOresta Yodcitir'oniria. en ningunéfdé .las ·désyodasas: 

. ;,E~.~~~~~~~~~~f ~~\~iR~~~t~~;!Íh~·ii~{f~f~~@:.~~~(J;¡~;~~~j~i~~+~~· .. las 
desyodasas.:;aún:C sei~deséonoce>7:Una't pósibilidad 1 .es\ que festa • Yodotiróri iria·, : interactúe 

dir~cta.~·~E1~;~6~~".'.g.K?~~i]i1~~~:,6~~1~.fil'~~~:r;;jf:~;~l8;~;~:~~-~[§~~:¡~~.t~~~h?'.~~~i;~I~'!pifI~~'.6ión 
acerca •de" la ';áfinidad ~de':c'3;5-T2',:'por;,;: los;',TR. en cpecés:\•,•sin ?embargo ·~y "aún 'cuando 

escas8:·· .• ~~.~~re~a:~~i§E:c;:~~~~~1f~r$~.l~~~~1t~t~rB:;~W~J.~~t~~¡?;·~~r.!~:~~~:,~s¿~~:.~~~.-±~ ª 
rece ptoreS, .n~~.1 E?ª~.E?~· c:l.~)Jí g;ado.,y.corciZ.()i;i ,; C::()rn Pél rác:lo, co.rf:T:3 ' ( ~éie~orí:.eif a/., :1988); por 

n -·,<~;"• 

'' . :::.J:·~--- '{:" 
' " , ;-7 j.··.,~:;;~···· ·.:.;:.··.:-.;~ ~·>·~t'.-~:·-~· ,., ·- ~ 

;-.'.·~:.::~::.·;> ;· . 

T 4. Aunqú~ ...• la 'l~te~pia de,respuéstafrlo'~es"\iriz iíldicador absolUto del···. nivel'dé. acción 

:0:~=~~ár:~~i;~~~f t#t·i~~~~!&rt~kW1Fflf '.s:~i;;:p~;~~· ~:·~:"~::::::'ti: 
administráciÓn de·3,S~T2 pudiera s~gerir Í.ina regulación de esta yodotironina a través 
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de efectos no genómicos. Es necesario realizarmás estudios en relación aeste punto 

para dilucidar los posibles mecanismos de regulación que la 3,5-T2 ejerce sobre las 

desyodasas de la vía de activación de las TH. 

VI. Comentarios finales y reflexiones. 

Como ya se mencionó, a nuestro conocimiento éste es.el primer trabajo en el 

que se estudian los· efectos de la 3,5-T2 sobre. léla~tivid,~?·~~sycidatiya ~n t~leósteos. 

Los efectos que ejerce dicha yodotironin_a'.tanto'so.b[.e'·la.'.abtiyfd'a~·~.n~irnática como 

::b:~~~?r;i~1;,i!k~,;a~:;r¡*!l~~tt~~ai~~r&~í~1!g~;¡¡t~¡11f ~~i~Li~i~t~~;: 
. muy alta((Mci,ri~'.ét:a1:;\1 ª9ª¡:()r(izco:'éfiaU;<1.~97'.);Ui)::la·c~e~presiórí er:itel h_ígadó-de .• las 

do_s_._ e~~frf~~~)~'~i·r_g¿~~!j~~~~~~~i~~¿~.i}.;8.~82g.~?r,1·~7;t.~~.~~~~~~~~~~;~:i.mx>E~;.~~#.1i<~-~- -~sta 
desyodaé::ióri•se'óbtiénei'nOrnialf11~f5te;1_a'3;5;T2;{és~prcib_able;espérarniveles'.circulantes 

~ • f ·'.· -:· _:: .. ::::-y.·'.:~~::·-~:-;·~:,.:/'.-:<~~";:\:~·.::; ~,(!1\~:-:_:' ±·~::. ~ :·~----~ :·-~ ;.~·:.:! ~.~-:-~-~-.:~~-:,~ /.5~.:~~r,::0:1~::.;: ~·~l)\ 1 ~:! }!:¡;~>~-?>~ ... -: ~-.';. :·:;,:;;·::~/~ ~-: _~-:~~· .. _::·;..:·;\~_:-.-;;~ .. //'..:r·->S:'::-:,;.~:~ -,. '.·"~ ~.~,:·; · <'.~:·:.· . -' 
de esta -.y,odotir:onI~a:·tarí;alto.~ :c:pnl(Jl_ósjtJivelesf.9ehT~·qu_e se:obseryan. f-d7más, ·cabe 

::2:Ji:tio~~d}jf !~t!~~1f ~~~~i~tt:~~1~f '.~~f !~~l~!~;!f ~::::~:::·~: 
yodotironinas, sobr~ ·la regulaéión' de la ~=t2.; .. · 
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CONCLUSIONES. 

;..... El método de administración de yodotironinas utilizado en. la presente tesis 

prueba ser un método~o. invasivo efectivo de administración~.~ tel~ó~teos. 

~ ~~::~;~~i!;~'}{!~:~t~f ,:~:f ~·~~~?:s;~:r:~r:~:J;~~.~~~=~~:,;,~ ': 
:..- Las·•.• tres·;·yo'do~irohin.~s·iestÜdi~·da~':ftl1v[~r'óh; ~f~ctos"temporalmente diferentes 

. ::;~~~~~ili&~i~;~l~F~j~~,f~~J~~iu,~,::~;::::s':~.f l::rs;:~: 
ambás· ehzimas;.fuerciri ··de tipo· inhibitório;:;.·:,: 

~·),,.-··~:_,\:: .. <\•>:;,- ~'<<\;,>; ,("•>''".'•.·"· -· ,V• -·>:·'·;: <.)'.:-..;,:;'_. 
1: .::·,,.."(•::?::· .. ;,::..;.-. ;;.; ·.-.','C:_·.> 

:..- En contráste con ,16 previámente)~'bortado en mamíferos, y en consonancia con 
- • ·--- -· -. ·-· :'.;· ' ".-;·-· .'. - '-""' ' .::~· - ;-,~ .. -... :• ,(,." -!· ~~-"·,. :,·_._ -~ '." ';"'";",- ' ...... _~--< . : ... ·, -

los datC>sexistehtes Jn p~ce~ 1 dasT~ nó ejercen efectos significativos·sobre la 

actividad 01 ;· ~~s ~ún;. p~~d~c~n ~na disminución en la concentraciÓn del FhD 1-
. • :_,,..,.'.: ;~., - ; : ". - 'i -.. 

mRNA. 
- ._ ~". - - ó - • . . 

:..- Las tres· yodotircminas .estudiadas disminuyeron significativamente tanto !a 
actividad: o2.cci~Ó la cantidad de FhD2-mRNA,. ejerciende>,: sus efectos en el 

siguierú~b~~~n;T2>T~>T4. ' 
') :-;··-

:..- En conjurüo,. los:resultadospr~sentados·.s.uQieren~la· gener~ción 'de .1a.hor111ona 

bi~lógicam~n~~ activa 3,~-T2,· ~··P~,rtif de: l~'.:ví~d~~;~d~~i~.~-d~- ~~ti~~6ióll de· 1as 
• • • -•,' >' .~,-·~e • 

TH en teleósteos .. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PERSPECTIVAS. 

Los hallazgos de la presente tesis son innovadores y aportan conocimiento 
' ~·- -

nuevo al campo de la fisiología tiroidea. Así, los resultados presentados aportan 

evidencia ~xperimental .que sugiere que la 01 de teleósteo es reg~lad~ de manera 
> •''", "."•" t' ";, :•, • • 'O, ';•' •o'' ,•'"• •. 

distinta .• poclasiy6dotirolli~as;Sin embargo, ·el• hallazgó más'nóvedcJsb f~~ºel"demo~trar 

~~~;;É~~¿~~f f lf~f~~~f~¡~l{i~f~~l~i~\'J~f ill~)}i!i~E":: 
' '•·· .· ;e:,·.:; .. :•>;.••· ~·•:,;;.;•:i ii,;\~c. 

En este'· co~·te~to •.. algúnos cíe .losfacercarñienfos}pa·ra {¡~·dtA~ifffi~@c'.;~:·cjg esta 

nueva hipótesis' P.º"aííao'.:.s.'eF;.·;; :y;;;.:t··~·:.•······ • ;:.~- · ;" · :- - ~?· ··· +./::·"<'ti~··:• ,. ,.: 
··. •< ·•;f• '\ :· ••.. ::.··::,::;'.{\';i.:•;x• ~:.S:i"~··,.,.''C't:,·:·:. ... ·:~,·-·•!:'·::- V<:•.•· 

• ::~:;~~#\l:'p~s~~¿~~~~f ij?J:~~~ili~~~~:~Ñ;~~;~l~;?~~~~c~;t~~\f~te en 
• ;~:~ª;f l~f~!~d{~;~~ii;~~~~Yt~i~~~rit~,~:t.t ::.:~seSpeciflcos de la 

': .. ; , .. :·::~--~'.".·.~· :.:~::~{'/-~)' '>· . .':."'::·,.::,: 1 ::-: .• · 

• Determinar,eLpé:i'siblÉl mecáh'ism6 éle acción de la 3,5-T2 sobre la regulación 
i, .·· ';.' ·. - : ,: '' . . : ~.· - ' ·-. .. .'. _. ' 

de lavíádei adivacióri d9 fás TH en teleósteos. 
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ANEXO 1. 

Fundulus heteroclitus. 

NOMBRE COMÚN - mummichog. 

OTROS NOMBRES COMUNES (en inglés): Killifish común, saltwater minnow, mummy, 

chub, mummichog común, barbell, mud minnow, pike minnow, mud dabbler, gudgeon, 

killie, mummie, marsh minnow, brackish water chub 

Filum - Cordata. 

CLASE - Osteictio. 

ORDEN - Ateriniforme. 

FArv11úÁ ::\~iprinodontidae. 
GÉNERO'- Fundu/us. 

ESPECIE - heteroclitus. 

NOMBRE CIENTIFICO - Fundu/us heteroc/itus. 

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

MEDIO AMBIENTE: Bentopelágico, marinos, salóbricos y dulce-acuáticos. 

CLIMA: Temperaturas de 10 a 28 ºC dependiente de su distribución geográfica. 

DISTRIBUCIÓN: Se distribuye en el Atlántico oeste; desde el Golfo de St. Lawrence, en 

Canadá hasta el Noreste de Florida, E.U.A. También se ha reportado su presencia en 

las Bermudas. 
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El F. heteroclitus es l.Jna ei;p~c;ie estuarir¡a. ql.Je puecje tolerar cun arnpliorélngo de 

salinidad medioambiental. Frecuentemente se le puede encontrar en grupo junto con 

otras especies de Fundu/usen aguadulce o eri áreas de baja s;ilinid~d.:f>uE!desopórtar 
también ampliosrangosd~-t~;;e;~t~~~. '-<<

7
·•····· .. - - ····· ·-.. ·_:~>,;_·-:::( 

,\-, 
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Anexo 2. 

COMPOSICIÓN DEL AGUA DE MAR. 

La salinidad del agua de mar varía ligeramente de mar a mar, conservándose un 

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

salinidad alcanza las 200 ppm. La salinidad del agua de mar cerca de la línea costera 

puede fluctÜcir'.Ei~ su composición debido al agua proveniente de ríos que desembocan 

en él. L~s ~~ír-l~i~~I~~ elementos constitutivos promedio del agua de mar se muesíran a 

contin~~Ció~: 

Elemento ppm Elemento ppm Elemento 
.. 

·ppm 
Cloro 19"\00 Litio 0.18 Antimonio ·. 0;00024 
Sodio 10770 Rubidio 0.12 Criptón ... 0.0002 

Magnesio 1290 Fósforo 0.06 Selenio 0.0002 
Azufre 905 Yodo 0.06 Neón 0.00012 
Calcio 412 Bario 0.02 Manganeso 0.0001 

Potasio 380 Molibdeno 0.01 Cadmio 0.0001 
Bromo 67 Arsénico 0.0037 Cobre 0.0001 
Carbón 28 Uranio 0.0032 Tungsteno 0.0001 

Nitrógeno 11.5 Vanadio 0.0025 Fierro 0.000055 
Estroncio 8 Titanio 0.001 Xenón 0.00005 
Oxígeno 6 Zinc 0.0005 Zirconio 0.00003 

Boro 4.4 Níquel 0.00048 
. --- ------ Bismuto 0.00002 

:.:;ilicio 2 ·. Aluminio 0.0004 Niobio 0.00001 
Flúor 1.3 Cesio 0.0004 Talio 0.00001 
Argón 0.43 Cromo 0.0003 Osmolalidad 862 +/-1 mOs 

Elementos encontrados en el agua de mar en una concentración> o - a 1X10 ppm - -~ 

REFERENCIAS. 

Editor: Bearman G., Ocean chemistry and deep-sea sediments, Pergamon:Sydney, 1989. 
http://www.aguarium.psu.edu/ASD.htm 
http://ozreef.org/reference/composition.html 
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Anexo 3 

CIRCULACIÓN SANGUÍNEA EN TELEÓSTEOS. 

El corazón de los peces es una bomba simple, formada por 4 cavidades distintas 

entre sí. La sangre venosa que se dirige al corazón es colectada primero en el seno 

venoso, esta estructura funcioria como el marcapaso. donde se genera el latido 
~ - - . - - . ' . ' ' - .' . . . 

cardiaco; Posteriormente 1.a sangre pase¡ aLatri~,'la contracción de esta estructura es el 

principal .. ~edio por.:~1 ~ual :se. da :~i"He~~do.~~·~tri.c~lar .• El. ventrículo es la cavidad de 

·~s~~~~'"f ~~"{1~;~~~~~~Í~f f:~~~~!~i\~~~~!~f j~~~i;::~;=~d:~::~º::::::~~,~·~:: 
la san!;lr~/e~~-~I~~·c:I~ p·~r ~1\J~ritrÍc~1ó~ rli~~t~.ri~~ un flujo constante en las arterias 
mayores. • ·. · ., · · · ···· · ··: · 

~'.diferrrihi;k ~e.las· m~~íf~r¿S;, en:.10~ •peces el gasto cardiaco se distribuye a 

partir del '.b~·it;'c,(_~ri~'riC:iso'h;¿ja;i~ birc~1~dórí ie~piratoria de la branquia a través de 

;~f :~~l~lilltiif t!~lt~lilf llf ~ii~~;~ii~¡f J~~~~~~ 
están arregladO.s'.en;seriéi1Y:. por,ésta•razón;~:lapresión á'nivel ;dé .la 'ciré:ülai::ión branqúial 
es mucho ~-~·~-~-~,-~Ué 18 píe;sfe,-~n" ~erÍ 18'

1 

cf r~:~-¡~·g¡~n~~-:~"f'~ié~i~~. ~' ~~~:,;~::·.-~~.:.~. ;~·{{~·:". "' -"·-":.·.'-'.(é·-

·:· · .. • ··•; :::;~':'·!tnN!y, :.'.~~xyD~· ;-< .• ,,/:;i:-t~:2;'.fif:T~i~·~::;"'~~~;#}1t}2;;~;y;·;,·;s'.')';(j'X ··-~·:;''.;~)_-._;)~-,'; .• ·, .. ~· •.•• ~,· ... ·· •.• :. . 
La c1rcljla.c1pr1. ¡:;1s,tem~ca .• enpeces,,;a;d1f~~eH1c1ade¡os otros v~rtebrados,SE?· d1v1de 

en circu1a6iÓ~ ~,ii~;rj~ ,~'.~~'.b~n¿Í~~·i~·:~'f'~~·0:j~'b~~~·::á~'.~~Jr;~:Y;~~·: ~~~~~:·rll~dÍda la aorta 

ventra 1, _sa.n ·· 1 'as i:>¿¡ n~i P~ 1 e''s'ad'Srí~s B éd¡'st~·i ti6bi 6ii; ~~·;,~¿ í ~ea''cie~'1·a d rcu 1 ac:ión' pri n, ari ª; 
<.; .. ::«'..': .: :._ 3>_,:, .:;'~:;¿~;:,\ .. -":':; ·>:;;:;:\:~.""~.'i~·~·~--;':i)J?·~;;~ifi::.'.;¡~fi::-'.'+'.:''.:~:!.'.'~',~~;¡)I;';~~;~;'f;~'.-~'f}(i;~·-.~~\~!,Y:~!_<-: :;',<· ~:· :.:::-:: .. :;'° -~' ·:._ '':_" ~ '. '··: : . 

y a partir de estas art~rias'la .saí)gre'é~,clis,~ri~úi1ª'é3''1Ólargo .de todo el organismo. 

hacia ~I :tr:g~J~~f i~Z~B~k~~f é~~~i~~~t~~:;,::,~~s ;;:~~~ª~~ª :::::::~~~: 
sangre provég¡'e'6t.e,;de.lo~b1ú~d~1o'scl~I t~dnco y del tracto gastrointestinal pasa primero 

a través del riAón/§1 IÍígacíé:{resp~CtiVamente, antes de llegar al corazón. 
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VENAS SECUNDARIAS 

La circulf3ción secundaria se origina a partir de las arterias primarias en diversos 

puntos de la'.{circulación sistémica y branquial, formando vesículas arteriales 

enroscadas; ~~·,;c:'irculación secundaria es un sistema de bajo hematocrito y baja 

presión •.. i.<:15;}ció~~xiones entre las circ:~faciones primaria y secundaria reducen la 

presión. s~nguí ri~~ ,considerab.lem:nte .• :.'8~>~sta ••. manera,, el . vol~m~n . dela; ci~culación 
secun~ar.i~.~.~~~D·ár~g9,~cem~\~ 1 2~~k~ªI~ff~c~2~~;·;~~f~·)~~··~f~,f},~~i·~;~B'.~:~~R~~·l~i;~·%or! 
por lo . tanto;' el. tiempo de circulaéióri ;de ;esta ;sé:·encueritra '.en:·01 :'é:írdenfde':minut6s a 

, . ·.· _: ,'·:~;-.: :::.,::·l.-._.: .. (-'.'.':;·\:> , ~,~~,::,.:·-~ ·:~s-:-. ::: ._::. '.'.i/( ·,;· .. ~:·,~·,.~_ ~~?'~\~;\.::;,:::\';·\:_;"~;- ,{1::-;--:~~~-<~--· -<~l'}{'. ;~'.'J;:~;·; '.-:.:)~~,,~~-.:-::~:~, ;::~/{~·\::i/:~!.:}(~~t''.~,·0_1:·;;.{·'.(·.;·;~-~- ?!~~,:~~,~-::· j. , 
horas,. El 'papel que.juega la dr.culéJció~\;se¡juJ"ldarii(en: bra_nq'úic:is; •.piel.y é~c;ª.rnél~.PªEE3.Ce 

'e - . ". _-. ~--,.' -: • - •• -,·,: .: •. :_ · , '· · •• ~ :f;,. ·. ·_··: ~-'-_.-;::,:~ .... ~, :- :·;.! ::.:-r~~~~·.r,_,~·;.:.'.:d~;·_:~~·f.(:~f.7-:':.~~';Y:,~;;'.~:';:~~~r .. ~'··.:~.?:-:,: .. -;·;~,·-~:.·;- ;,;:~~~~:-··-:'.~~:·=f;~j;,_:~( · -::~~.:j.:;>.:~r:;-~.'~~~~~{·.:.;';>:;, ··,~,_;:.'' .. · -
estar relac1()r1ªd~.··con ·1a · l)ytr1ció~}id~b.1do a'~ue:.estas.or~.;anos·.por•su ... cercan 1a con. la 

~;~;~]{itlti~~111~t~f j\l~!1;1¡~~~r~~!~r~~~~~· · 
en ocasián~s rrié~' baJa~qÜe'e1 ~uhari-;biente ci~fpez: algúnas especies cuentan con 

·' 

\
---- --:--.--:- ,.~ rfi-

\ ' .. 
-____ ._ , _ . :•',iGEN 
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corazones ac~esori()s, que p~rmitE;¡_r:i el retorno de la sangre a través de esfosvasos 

hacia el corazón branqUial. 

:~~~~I~~,:~;Jr.;~·ª·'~.~W~f~iir~f~~~;¡~f ;~iI~~~~~~~fJ.I~~ÉJI~~{f;g~ 
'• ~ •,\ 

menor valor de IÍem~tocfito~' Estas;ócafa(;Íerístlcas ~clebéÍl ten.er cierta relevanéia en 
'::.•' 

relación.coll la .fisiología hépática/:lá~cual aún. es'..descOriocii::la. 
• • • •· • - • • • • r • • •.,. .". • ' ~ .~ • • - - • - • .,_ .. 1 ' ' ' 

REFERENC.IAS. 
Farrell A. (1993).~ Cardiovascülar. System/En:' Evaris o;· 

. •. ''¡ .·: ... . . : ' - ;_- ,,', · •.• - '".o •• -,.,~-' '-'--~.: •• :,, .... e:·:<'.·._,._·;,._.. -- .. - i.\<>c"· . . :_·:. ~· ·"' .. .• ' ·- .• _- - • 

::~ednc:r::~~r~~·'.:~~·~:;i:~:~~~t';a~J::.2·~t:hol:c:Lnimal •o~v~ioloqy; .· Comparative ·Animal 
Physiol~qy;4a ~~. vvi1a:A.:is·r:E::a:¡;;:i1991~~·pp's17~529 .. 
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3,5-T2 DIFFERENTIALLY REGULATESTHE HEPATIC ORD PATHWAY IN 
KILLIFISH 
García-O C., Jeziorski M.C., Orozco A. 
Instituto de Neurobiología, Universidad Nacional Autónoma de México. Querétaro, México. 
E-mail:· aurcao@servidor.unam.mx 

Although it is considered>;.to be an inactive product of thyronine (TH) mctabolism, 3,5-T2 has 
recently been described as bioactive whcn tested at high doses (-Sx the dose for T3). These results 
and our recént data showing that killifisli liver expresses the two enzymes that catalyzé the TH 
ORD pathway lcd us to compare the effect of the three known bíoactive thyronines in killifish 
liver. To this end, we designed a competitive PCR tcchnique to measure Dl and 02 mRNA levels, 
which were compared to their enzymatic activity. Fish were treated by immersion (12 or 24 h)with 
0.1 µM of T4, T3, or 3,5-T2. In contrast to what has been reportcd in mammals, no TH exerted. a 
significant cffect on Dl activity. However, ali three THs significantly decreased 02 adivit)i. ánd, 
mRNA levels in the following order: T2 > >T3 > T4. Thus, the six-fold decrease in both activity 
and D2 mRNA exprcssion observed afier 3,5-T2 exposurc suggcsts a putative regulatory· role 
cxcrtcd hy this thyronine on thc fine tuning of thc hypothalamus-pituitary-thyrÓid; axis. 
Furthermorc, these data are consisten! with the high circulating levels of T3 characteristic of 
marine teleosts, suggesting the possible role of this TH as a precursor for a more bioactive 
thyronine. Together, our results suggcst that teleost ORD-pathway include the generation of a 
biologically active 3,5-T2. [Partially supported by grants CONACYT 34311-N and 37866-N] . 



3,5-DllODOTHYRONINE (T2 ) REGULATES THE HEPATIC OUTER RING DEIODINATING 
-- --.. ----- e- • - • -____ - -".ºPATHWAYIN KILLIFISH . - ··-- - ,. -----·---------

Carlota Gárcía-G., Michael C. Jeziorski, CarlosValverde~R:, ánd Aurea Orozco. 

Instituto de Neuiobiologí~,;U~i~~r~idad ~aci0/1~1 Autónoma d~ Méxi~o. -Campus UNAM-UAQ-
- · : Juriquilla. Quérétar0?62~o; Qro.; México · · · -

ABSTRACT . . . . . . 

'Although it is widel~ consi~·ered t~be 
an inactive product of -· thyronine ·. (TH). 
metabolism, 3,5~T2 has recently ·- been _ 
described as bioactive. However, its eftects · 
upan deiodinases type 1 and 2 (01 and 02),. 
the two enzymes that catalyze the TH outer 
ring~deiodinating (ORO) pathway, are not 
yet known. We compared the effect of 3,5-
T2 to that ofthe known bioactive thyronines 
T4 and TJ upan deiodinase mRNA levels 
and enzymatic activity in killifish liver, which 
expresses both 01 and 02. Fish were 
treated by immersion (12 or 24 h) in 0.1 ~tM 
T4, TJ, or 3,5-T2 • In contrast to what has 
been reported in mammals, no TH exerted a 
significant effect on 01 enzymatic aétivity. · 
However, ali three THs significantly 
decreased 02 activity. and -01 · áríd ' 02 
mRNA levels. The. comparative potency of 
3,5-T2 in decreasing both 02 activity and 01 
and 02 transcription suggests that this 
iodothyronine may indeed play a 
physiological role in teleost thyroidal 
systems. · -

INTRODUCTION 

Oeiodinases are the major determinants of 
iodothyronine availability and disposal. This 
family of selénoenzymes selectively 
removes_ ,. iodine atoms from. the'. 
iodothyronine molecule, which results in the_ 
activation -.·- or _ inactivation of the thyroid 
hermane (TH). Two deiodinases, types·-1 
(01) and 2 (02), serve the activating•;;Ór. · 
outer ring-deiodinative pathway (ORO)·• by
converting T4 to TJ. The inactivating inner 
ring-deiodinating (IRO) pathway is catalyzed 
by the enzyme 5-deiodinase type 3 (03), 
which converts T4 and T 3 to inactive 
metabolites (reverse triiodothyronine [rT 3 ] 

anc 3, 3' diiocothyronine [T2] respectively). 

. . ·,.·,_:· '.·. 

_ Oeiodinases have ____ diffe'ring' "'' _._ catalytic 
properties, -·are' expressed. in:aJiss-ue- and 
development-specific fashion;· and a·re tightly 
and differentially regulated by TH>Thus; in 
mammals, 01 activity and/or its mRNAare 
up-regulated by hyperthyroidisin áncfdc)wn
regulated by hypothyroidism; These 
regulatory effects of TH upon _01 involve 
alterations in transcription, which íri human 
can be attributed to the presence of two 
thyroid hormone response elements (TREs) 
in the 5' flanking region of the Dio 1 gene. In 
contrast, 02 transcription and/or actívity 
exhibit the opposite changes in response to 
increased or decreased TH levels. These 
effects are not clearly understood, and both 
pre- and posttranslational mechanisms have 
been postulated (for review see Bianco et 
al., 2002). 

Fish thyroid physiology is distinct · among 
vertebrates. Fish thyroid gland does not 
secrete T3 under physiological conditions, 
suggesting that extra-thyroidal iodothyronine 
deiodination is the main source of this_ 
hormone (Eales, 1985). Consónantly, the 

· liver of sorne fisti species co-expresses the 
two enzymes that catalyze the activating 
iodothyronine ORO pathway (Orozco et al., 
1997; 2000). Although these enzymes are 
similar to their mammalian counterparts both 
kinetically _and in ';molecular structure 
(Orozco'et,al,.'.1997;Yalverde et al., 1997; 
Orozco,et al., 2000;'2ob2b,c), fish hepatic 

., .•. 02 isexpreissed more abundantly 1 exhibiting 
.• ~ Nlllaxvalues up fo fou( times higher than 

)has~ ;tound in .hypothyroid rat pituitary 
(Orozco et al., 1997; 2000) .. Thus, _ the high 
specific activity of teleost 01 and 02, 
combined with their co-expression in a 
large-sized organ, make fish liver an 
advantageous model in which to -study 
aspects of the regulation' of these ORO 
pathway em:ymes. 

1 



As in mammalian . species, substrate 
availability has been thought to be a majar 
regulator of the ORO pathway in fish. 
However, current information strongly 
suggests that while fish 02 responds to 
thyroidal status in the same manner as its 
mammalian counterpart, fish 01 exhibits a 
distinct response. Lor)g-term T3-
hyperthyroidism down-regulates hepatic 02 
both in the rainbow trout (Finnson et al., 
1999) and in tilapia (Mol et al., 1999) while 
01 remains unmodified. Furthermore, long
term MMl-induced hypothyroidism acutely 
increases both hepatic 01 and 02 activities 
and their corresponding levels of mRNA in 
tilapia (Van der Geyten et al., 2001 ). 

Recent studies indicate that 3,5-
diiodothyronine (3,5-T2), an iodothyronine 
generated through the ORD of TJ, exhibits a 
rapid mitochondrial-mediated effect upan 
the oxidative capacity and respiration rate in 
mammals (Horst" et al., 1989; O'Reilly and . 
Murphy, 1992; Lanni et al., 1993; Moreno et 
al., 1997) and fish (Leary et al., 1996). 3,5-
T2 has also been implicated in other 
thyromimetic effects; far example, 3,5-T2 
inhibits TSH secretion and the expression of 
TRf32 receptors (Ball et al., 1993) and 
stimulates mRNA synthesis of GH (Moreno 
et al., 1998) and 01 activity (Baur et al., 
1997). Oepending en the · response 
assessed, these effects oL/3,5; T2 are 
equipotent ar up to 100-folcl lower. than 
those observed with. the equivalent dese. of 
TJ. . ··•:'.'" '•',.·.::.:•.. . 

~ . :·:;k~:-:;·~. ';·:, .. -. .-
The prese~r·~tudy ,'i.Vaf cie~ig~ed to 

furtherundersta.nd' the regúla'frir)ieffect that 
thyroidal •stati:is;exerts,o.n)he\h¡;¡patié••oRo.· 
pathway·;i;, 'fish\ispeéifically;\we',analyzed .·· 
the effect ofshort-'térm:r~.:;';.T3~;:and.3,5-T;
hyperthyroid(sm•(12(and '.24 •• hoÚrs) on both 
01 and 02 activities aríd ~é:in;the• levels of 
expression c;f oiand [)2 mRNAs. ·. · · 

2 

MATERIAL ANO METHODS 

Anima/s. Male Fundulus heteroclitus 
(killifish) ranging from 2 to 6 g were 
collected from the estuarine creeks of the 
Matanzas River (St. Augustine FL). The 
salinity of the river at the collection site is 
very similar to that of sea water (SW). After 
capture, fish were kept in tanks with running 
SW piped directly from the ocean at a 
temperature of around 28 ºC. A total of 100 
animals were deparasitized after capture, 
fed ad libitum 24 h later (Silver Cup, Nelson 
& Sons lnc.) and maintained at a light:dark 
cycle of 14: 1 O. Collection of the. tissues far 
the different experiments was performed as 
follows: Fish were decapitated and the liver 
was rapidly removed. Livé.rs 'u sed far 
deiodinase activity deterininatiol1:': were 
homogenized in 1: 1 O . : (vy/y)y.'.• ic~:cold 
homogenizing buffer (Hepes: .. ;)O. •·mM 
(SIGMA), 0.25 M sucrose (Sl(3MA)i'10 mM 
EDTA (SIGMA), pH 7); AlitjücitS'.weréqúick-

•'. ;,:\;'.'.\ ,:,, ... "'.,~,'.'.~';":' .. ": ··- o 
frozen in liquid nitrogen andstored.at-80 e 
until assayed. Livers. used ,for:', mRNA 
quantification were pooled,);+r·;.:,: 

- .,,,,_--- --,, 

''¡ ~: --· ... 

Determination .Of. Hepatic 
/odothyronines. Individual · livers u sed·· far 
T 4 and TJ determinatión were.hómogenized, 
and iodothyronines were•extraded using a 
modification of a method described by Pinna 
et al. (2002). In brief: livers (average wet 
weight; 100 ± 7 mg) were homogt::nized in 
1:10 (w/v) of a methanol:ammonium (99:1) 
solution. The homogenates were centrifuged 
far 1 O min at 700 g: Thesúpernatants were 
collected.. evaporated in· a' speed vacuum 
and suspended in.200 µI of trout serLim free 
of iodothyro11ines • (Orozco. et al., 1992). To 
measure .the. recovery . efficiency of the 
method, .1.0 nM oféither iodothyronine was 
addéd to single ·killifish livers (n = 4). 
lodothyronines were extracted as described, 
and measured by RIA (see below). The 
recovery rates of the liver homogenates 
ranged from 70 - 90% for TJ and 50 - 70 % 
far T4. 

TESIS CON 
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Experimental Design. To validate Deiodination Assay. Enzyme activities 
the method of hormonal administration by were rneásured. in duplicate as previously . 
immersion, tanks were supplemented with described (Orozco et al., 2000). In brief, the 
0.1 ftM of either T 4 ar T 3 from a 0.1 mM . total volume Óf the reaction mixture was 100 
stock dissolved in 0.01 N NaOH. Another µ1 ·and contained 1251-T4 ar 1251-rT3 {sp. act. 
tank containing an equivalent concentration 1200 and 1174 µCi/ug, respectively; New 
of NaOH served as the control group. Fish Englánd Nuclear), plus a concentration of 
(n=4) were placed in each tank and the corresponding non-radioactive thyronine 
sacrificed at 12 and 24. hours post- (Henning Ca.), OTT (Calbiochem), and PTU 
immersion .. lodothyronines were extracted (SIGMA) as indicated below. Liver 
from individual livers - (see above) and .- 'homogenate was added at a protein 
hepatic T4 and T3 were measured by RIA;'. , . collcentration of around 100 µg, a 
Far the experimént, twenty fish wE!re pla-céd: . concentration that falls within the linear part 
in to eaé:h C>t,~ fóur;:; tanks prepared ', with. .· . of the protein curve (optima! protein 
running SW.a11d'constant aeration. After 12 concentration). Also, 1 µM of unlabeled T3 
hours of;acclimation,'the water.supply was was added to the mixture to minimizei the 
shut down and the water. volume of each IRO of the substrates. The released acid-
tank was adjusted to 5 litres. The tanks vvére soluble 1251 was isolated by chromatography 
supplemeríted with 0.1 ftM of T4, T3 , 3,S~T2 , · on Oowex 50W-X2 columns (BioRad). 
or an ·eouivalent concentration of · NaOH. Specific activity was obtained as previously 
Groups of ten fish per experimental tank · described (Pazos-Maura et al., -1991) and 
were sacrificed after 12 h of treatment, and expressed as fmol. (02) ar,. pmol · (01) 
the remaining ten after 24 h. Of each group, iodide/h/mg protein. Assay : conditions far 
5 livers were individually prepared far llepatic 01 and 02 incl~dé~ 2 nM 1251-rT

3
, 

deiodinase activity determination, and the 200 nM rT
3

, and .5 mM DTT2fo(01 activity 

~~7;=~~;~~. livers were pooled far mRNA and 1 nM • 1 ~~i;j~; 2~;-ffi'~C:'pf;Í'.J:~Bd { ~M 
P..!U far 02;determinátio'ri'/Ttíeiiúisays were _ 

lodoth;~~~':/:':7~:~:~:~ntent of T4 a:J< ~J~r~~t~.~~~~~~r~~8¿k\~7J~~~i~lÜ~R~~~ 
T 3 was measured by radioimmunoassay. pool 'of livedió'ino-genates wás'preparec:Uor 

~~~~1::~:~~;~:~f~~~~c:;~: :~:i~~~i~;:~i;_ ... ··. -- .• _'~rI~~~~;.~r~~2¡~f~1~1t~~~1~~~~~~~~~~t~ 
and 9.5 and 6.6 % far T4 and Ta·:' A.> .contenu:waso;,measüred ''by~''Brádford's 

respectively. The assay buffer. úsed Wa~ :::- ·: .· ;T;·:·~.-~.h . .-_:~.---•.~: .••. < .•. ª .... •.}.i-~~~d2'.'Ú;'!~~~\.c,;fü;;!~·fút ~.··.·. ·.· · 
Tris-HCI (0.05 M; pH B.6). The · incub'ation:C-~ -- · ,,.. · •·+ ··" 
mixture contained a working dilutiori of .. tiie'·. <e t~-· .;;,· '.c~mpetiti.Ve PCR. Ú~ing D1 and 
corresponding anti-thyronine ; •'. ·. seri:frri;·· , .: ·• ; 02 cONA fragments previously cloned from 
standard (standard curve: T 4 :•:12:5. to\Boo .. :~·.;,; ¡¡~:F.;; hetéroclitus (Orozco et al., 2002b,c), a 
ng/dl; and T 3 : 6.25 to 1ooopgÍdl);/~nci.the·::;;':;C_ Ünique Hindlll site was inserted by PCR-

radioactive solution [1 O. pg~1 oó}\t~i ;:(';'i;',)fi~·~~i:; ); --~~~::~~~gs~:~~~~!~~ s~bu~l~~~~e(~~E~-~ 
labeled thyroxine plus 10 mg/,10,'ml)of:·:A;Ns;'fa·,; Promega), cut with Hindlll (NEB), and 
(SIGMA)], and .so -(T4) ·ar, 25~(T;):'i¡Jl~'of}he%\~ ·· dephosphor:ylated, and a 44 bp Hindlll 
sample. The standard curve·s-, also inéluded ·· fragment from an unrelated cONA clone was 
an equiva.lent· .. ·a~?~f~t.(~f(tiYp.~ttJY.f<?i~.'.~tr~µt):;· ";.:· Jigated into the cut plasmid. The resulting 
serum. A seccind an~ibody·:car,u~rabbii'.JgG;·· competitor plasmids were purified, and the 
SIGMA) was used to separaterfree'"frc:im' cONA was cut froni the vector and its 
bound fractions. - · · · · concentration determined on a 

spectrophotcmeter. Each isolated cONA 
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Table 1. Hepatic concentrations of T4 orT3 in .killifis.~ treated byim~en;i<J.n in 0.1 fLM_ of the 
corresponding iodothyronine. 

Experimental 
Group 

Control 12 h 

Treated 12 h -

Control 24 h. 

Treate.d 24 h 

HepaticT4 (nM) 

· (n=4 +s;E.M. ) 

2.as3 ± C>.o55 

- ~4.~22 ± 0:658 • 

Hepatic T:í (nM) 

1~;4 +s.E.M;¡-· 
1.050 ± o.388 

11 (goo ± 0.5~~ • -. 

("p<0.05, ••p< 0.001; as comparad to the correspond.ing co.ntrol gr.oup) 

fragment was -then diluted in TE buffer to •· \ :; .i; a~.solLÍte·:>rneasl.lre of target . cO~A 
concentrations ranging from 1 x 109 to. 1 x '. 2; .¡:,

1
,ccincentr'éjtion, it .accurately refle~ts relat1ve 

104 
_ mOlecules/µI. RNA was isolated Jrom ·-.~·;;;' .L;:diffE;l_renc:;es )n target concentrat1on among 

poolz of treated or control livers (TRlzol) aríd '.:{::c;·t:c1e;:¡,erimeiltal groups. · ··· · · · 
cONA was reverse-transcribed (Superscript; o!- .••· · · · 
lnvitíogen)· from 10 ~tg RNA using :a ~~r:i.~~.<:{:;'.~<-. ~;.',:'-: ·statistical analysi~ .. ::. · ~¡'Ch891i~
specific primer. Varying amount~ ¡ ):if ;c~··t '·Menten constants and deiodinase (01 'and 
competitor cONA were added to constant ' 02) activitiy results were analyzed using a 
amounts of liver cONA in a series of PCRs, one-way analysis of variance coupled with a 
Specific oligonucleotide pairs were designad Bonferroni's Multiple Comparison Test 
to amplify a product of 240 bp (target) _ or (control vs treatments). 
284 bp (competitor) from 01 cONA, and 270 
bp (target) or 314 bp (competitor) from 02 
cONA. A high annealing temperature was 
used to control for nonspecific amplification 

..(4D sec at 94º, 40 sec at 65º, 30 sec at 72º 
for 35 cycles). In all cases, Taq was 
combined with Taq antibody (?ialinun1, 
lnvitrogen) to avoid the need for a hot start. 
The PCR products were electrophoresed in 
a 3% agarose gel (Agarose 1000, 
lnvitrogen) and the obtained fragments were 
analyzed by densitometry using. the 
Electrophoresis Oocumentation : :,,·ai;id 
Analysis System 290 (Kodak): Signal 
strengths were extrapolated for both target 
and competitor to determine the: point at :. 
which amplification was identicai' for bcíth; · 
the concentration of competitc:írat thís point· 
was used as an estimation of the 
concentration of target. Although this 
protocol does not control for slight 
differences in the effidency of. reverse! 
transcription, and thus cannot be used asan 
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RESULTS 

Va/idation of the Competitive PCR 
Method. To determine the accuracy of 
competitive PCR, we conducted control 
experiments in which 1 x 107 m·olecules ot 
purified target 01 or 02 cDNA were 
combined in a series of reactions with the 
corresponding .competitor cONA in 
amounts ranging from 1 x 105 to 1 x 108 

molecules .. The;amount of target cONA 
. was then '. éíetermined using densitometry 
_ followed by regression analysis. In each 
instanc:;e, :the competitive PCR technique 

._ ·9·ave a reasonabiy accurate measure of 
, the· Í1Umber Of target molecules; values Of 
1.07 x 107 01 molecules and 1.27 x 107 02 
molecules were obtained. The slight 
overestimation in the measured values can 
be attributed to more efficient amplification 
of the shorter target molecule. To corree! 
for this difference in amplificatio.n.. in 



subsequent . experiments _ the. measured 
number of -01 and 02 target moleC:ulés 
was reduced by a correction factor of 1.07 
and 1.27,resp.ectiv13~y. - · · 

Admin;str~tiari .• af /adathyranine 
by lmmersian.•To _establish the efficacy ·ot 

. immersion in elevating iodothyroninei levels ··-··· 
in liver, hepatic T 4 and .T3 content was 
deterínined at :various time points .<after 
treatnieiit . with 0.1 · µM of either 
iodothyronine: As shown in Table 1, T 4 
content in liver exhibited a significant {p< 
0.05) .1.6-fold increase after 12 h of 
treatment by immersion. This increment 
was sustained after 24 h of .treatment. 
Hepatic T 3 concentration significantly 
increased (p<0.05) 1. 7 fold and 5. 7 fold 
(p< O. 001) after 12 and 24 h of treatment, 
respectively. 

Effect of /adathyranines an Hepatic 01 
Activity and mRNA Expressian. As 
depicted in Fig 2A, T4. T3, and 3,5-T2 did not 
significantly modify 01 activity after either 
12 h or 24 h of treatmerít. In contrast, 01 
mRNA levels decreased markedly after 
exposure to the different iodothyronines. T4 
had no effect on 01 mRNA after 12 h of 
treatment, but by 24 h induced a 6-fold 
decrease in transcript levels (Fig 28). After 
12 h, T3 elicited a 3.4-fold decrease in 01 
mRNA, which beca me a 10-fold_ di;!c•ease 
after 24 h (Fig 28), whereas 3,5-T2 exerted 
a 4.4-fold decrement in 01 mRNA after 12 h 
that was sustained at 24 h. 

Effect of /adathyranines on Hepatic 02 
Activity and mRNA Expressian. 8oth 02 
activity and 02 mRNA levels decreased 
after iodothyronine treatment. 02 activity 
was moderately decreased after 12 h of T4 
treatment, then showed a significant 
(p<0.05) 2.3-fold reduction after 24 h (Fig. 
3A). Kinetic analysis showed that the 
apparent Km values for hepatic·o2 activity 
were within the same range, whereas the 
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Vmax val u es decreased 50 and 70 (p< 0.05) 
percent after 12 and 24 h of T.¡ exposure, 
respectively (Table 2). The decrease in 
enzymatic activity was accompanied by an 
approximately 2-fold decrement in 02 
mRNA after either 12 or 24 h (Fig 38). In the 
same manner, T3 treatment significantly 
_decreased (p<0.05) hepatic 02 activity after 
24 h (Fig. 3A). The apparent hepatic 02 Km 

.· values for both experimental groups were 
not modified, but a 55 (p< 0.05) and 80 (p< 
0.001 )percent decrease in Vmax values 
were observed at 12 and 24 h after T3 
exposure, respectively (Table 2). As with T4 
treatment, the effect of T 3 on 02 mRNA 
levels was more rapid than the effect on 02 
activity. 02 mRNA was decreased 3-fold 
after 12 h of immersion and 8-fold after 24 h 
of treatment (Fig 38). 

A 
250bp_ ... -..-Compctilcr 

.._larga . 

B e º º ""S? ""~ º º cQ~ 
"§ X X X X X X X 
U ...- M ...- M '"'""" M ...-

e E .,.o '"'o "'o "'o wo wo 'O 
§ ; ; ~ ~ ~ ~ ~ 
U ,.... M ..... M ..- M .-

-Competila 
larget 

350bp .. ...-.-Compct~C< 
.¡m 1 arg« 

FIGURE 1. Examples of competitive PCR The upper 
figures show control experiments for (A) 01 and (8) 
02 cONA. 1 x 1a7 molecules of target cONA from a 
purified plasmid were combined with the 
corresponding competitor in increasing arnounts 
ranglng from 1 X 1 a5 to 1 X 1 a8 molecules and 
amplified by PCR The control reaction contained no 
competitor. A standard curve was generated from the 
intensities of the two bands by densitornetry and 
regression analysis. The extrapolated point at which 
both bands would have equal intensities is an 
estirnate of the amount of target. The leftmost lanes 
contain various molecular weight standards. C) 
Example of an experirnent measuring 02 cONA 
reverse-transcribed frorn killifish liver alter 12 h 
treatment with a.1 µM 3.5-T,. The concentration· of 
02 cONA in this sarnple was estimated to be 1.15 x 
1 a5 rnolecules/µI. 



In contrast to the other iodothyronines, the 
effects of 3,5~T2 upan 02 activity were 
evident after 12 h of treatment. Hepatic 02 
activity was significantly decreased (p<0.05) 
by 3,5-T2 treatment after 12 h of immersion, 
a decrease that remained significant after 24 
h. As far the other iodothyronines, apparent 
Km values were similar and Vmax values 
decreased 88 (p< 0.001) and 37% at 12 and 
24 h, respectively (Table 2). Concomitantly, 
hepatic 02 mRNA was · significantly 
suppressed after 12 h of treatment, and 
reached a 7-fold decrease after 24 h (Fig 
38). 

DISCUSSION 

those u sed in the present work and with an 
exposure time. or-24 = h; showing a do.se
dependent decrease in 1 ~5 1 uptake by thyroid 
tissue: This ... result > suggests .·a: systeníic 
saturation ·~ Óf · iodothyronines ~; (Browrl •·. and 
stetsó.ri/1985). · ., · ' ·· 

·.· ~~·, •. •. ;neasure•··· deiodinase · .•. · ... rlíRNA 
·-revef s.:'we(-Useci ' e:o=mpetitive=·pcR:··~hfcn · 
. offers certairi advantages over stáridárd RT

PCR · techniques. ·· · The sensitivity of 
conventional . PCR to ·subtle variations in 
initicíl co.riditions • can result in variability 
betWeeri ottíerwise idenflcal reactioris, and 
differencés' in product conceritration are 
highly dependen! Upan the phase during 
which products are sampled. The use of a 
hoüsekeeping gene as. an ·. aniplified 

·standard can be problematic · due to 
lt is well · established that immersion differeríces. between target and standard in 

of aquatic vertebrates in water containing botn iríitiál ·template concentration · and the 
dissolved hydr'ophobic hormones, e.g. TH, · .efffCiéncy ·. 'of primer annealing. In 
provides an efficient, noninvasive, and ; competitive PCR, the target competes far 
minimally ' stressful mea ns of chronically .... <· amplification with a known amount of a 
administering. these hormones (Etkin, 1935; , ;c./riearly identical template, which tightly 
Eales, .· 1974; Yamamoto et al., 1966;r ;·. >:¡•~éi'ii~rols fer variations in amplification 
Omeljaniuk and Eales, 1985). lndeed, in:the.\?/ ', .. ijfeffiCiericy. As implemented here, · the 
present Vo(Drk .we have shown that by this /i ~- :~te~hriique is not fully quantitative. The 
means, >. intra~hepatic T4 · and T 3 ( 't .?:'.c:;ór,TIP.E:Jlitorwas added as a cONA template, 
concentration .. can be significaritly• ¡raised '>. :~;:~<?:}_thE:lre. was no control far differences in 
after --12- · h ,_-of _-~ immerSion ·and ~that ""this~,>-- ·.~·< .-:~~rev_e·rse_~--transcription. However, we were 
increment is süstained fer at least 24 h. . . ):in~erested primarily in measuring changes in 
Oespite.thé•{t¡;¡C:t 'that both iodothyrinines ¡:c'onc'eiítration of a single mRNA between 
WPre administeréd at similar .doseos, .T;i:.- •.:e,Xfierimerital .groups, and as a rel13tivP. 
hepatic concenti-ation reached higher levels · . ~measüre the competitive PCR techn.ique is 
at 24 h post-immersion. This is consonan! cónsiderably more reliable than 
with previous work in which a steady state conventional RT-PCR. In mammals, .TH are 
between ambient and plasma hermane among the most poten! physiological 
levels in the rainbow trout develops more regulators of deiodinase activity. 
slowly fer T3 than far T4, due in part to a Hyperthyroidism increases 01 activity and 
different effectiveness of hermane uptake by transcription, whereas hypothyroidism 
the gills (Eales and Collicut, 1974; exerts. the opposite effects. In human, the 
Omeljaniuk and Eales, 1985). The killifish in observed responses to substrate have been 
the present study were kept in SW, thus explained by the presence of two TREs in 
hermane uptake occurs mainly through gut the 5' flanking regían of the Oio1 gene 
absorption. lndeed, in the present work we (Bianco et al., 2002). In contras!, the present 
have shown that by this means, intrahepatic results clearly show that T4, T 3 , or 3,5-T2 do 
T4 and T3 concentration can raise 50% not vary hepatic 01 activity in the killifish 
higher at 24 h.· These findings agree with . within the first 24 h of treatment. These data 
studies in F. heteroc/itus treated by are in consonance with previous work by our 
immersion with T 3 or T 4 al doses similar to group (Orozr.n et al., 2002a) and others .. 
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Table 2. Comparison of the apparent kinetic constants of killifish hepatic 02 activity. 

Experimental Group . 
Vmax 

(fmol1251/mg/h ±SE) 

12 h 24 h 

1340 ± 26o~c; • 1340 ± 26,o ·c·0;~ 2.o±'o'.37,~~;";'¿ 2:4± OA7 

··. 6s~±go'· .. ··,·. ·· ~~oi~·~s:j:j~¿i~"~~,~;'~~3~·~~~'.t2 :~·:~io:;44 
Control· 

T4 

T3 '.• 6. o.o"''±··· ·.··1 .. 0.. _'; •. ,2.4s'±. ''1".40~·_·:_.,_;{~·.·-~·-~±·. -·~.~¿;:~;/i i:~-:~~~ 31 
•. -.L:f.:; · , - •. "'" ··:s.'.\;ii " • · • . 

- - .. ,; --.~.FO.°'.".":' :.~¡,;,,--:_•f ,:~.::··-.~-'~/:'_-~-; .;,~ •.. -· _.,-,;,.,-:·.::-+·:._;,_T::-·;.'-,,,.\\. '·''-;.-·.,:·_,,,,,.,;._, ..• ,> '-

;16ó,:,t1p,~~:.::+.j :?aso·:i::11 o 1:tfa:a ±'0.23:,: /!". 2:2.± 0.16 
",' ;.:(' 

•' ·.--. 
. \-; ~ - :,-:~·.:. 

___ ; __ :· f <~-~:~;:~; 

{Finnson eta!., 1999), who have•report~¡j •,_'.) 19_89) may accounf in part tor this 
that. T 4 and T 3 do not ácútely{up::regúiate : discrepnncy: Nevertheless, no effect has 
hepatic 01 activity in the';;·rainbow ••trout. been found on hepatic 01 activity in T 4- or 
Furthermore, neither hypothyroidism nor T3- treated fish after up to 11 days of 
hyperthyroidism alterrenalD}áctivity in the treatment (Finnson et al., 1999; Mol et al., 
tilapia Oreochromis niloticus (Mol ét• al.; 1999). Together, these results suggest that 
1999). However, despite the lack of effects transcription of the killifish 01 gene displays 
u pon hepatic 01 activity, the three a distinct response to substrate, :' being 
hormones decreased 01 mRNA levels after down-regulated during > ·:: acúte 
24 h of treatment. These findings were hyperthyroidism. This opposite ; · .

1
• 01 

surprising since 'they are contrary to the regulatory pattern has . :. also:;ss.:'been 
regulatory pattern described for mammals. documented for tilapia liver/ in which both 
One feasible interpretation could be that 01 01 activity and mRNA were up::regulated 
in the killifish does not deiodinate the inner during long-term hypothyroidism (Van der 
ring of .the iodothyronine, and thus the Geyten et~/., 2001) . 
.::;..cess of substrate would result in a dowl1-
regulatory response of its transcription. In 
support of this interpretation is the 
observation of negligible IRO deiodination of 
T3 and T3S by 01 in tilapia renal 
microsomes (Sanders et al., 1997). The fact 
that this decrease in 01 transcription is not 
reflected in the activity of the enzyme is 
intriguing. The longer 01 half-life (St. 
Germani, 1988; St. Germain and Croteau, 

7 

02 mRNA levels and enzymatic 
activity were similarly reduced in these. 
experiments. In agreement with the well
described down-regulatory effect of T4 and 
T3 on 02 in mammalian species (Bianco et 
al., 2002), hepatic 02 activity was more 
acutely regulated than 01 after immersion in 
T4. T3, or 3,5-T2 , exhibiting a significan! 
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FIGURE 2. Effect of short term Ta-, T3-, and 3,5-T2-induced hyperthyroidism en killifish hepatic 01 ORO (A) activity (n 
= 5 ± S.E.M) and (8) mRNA expression (pooled livers, n = 5) after 12 or 24 h of exposure. Fer 01 activity 
determinations, assay conditions included 2 nM 1251-rT3, 200 nM rT3 and 5 mM DTT. The protein concentration used 
was approximately 100 µg/tube. The assays were incubated fer 1 h at 37 ºC. Results are expressed as pmol 
1251/mg/h. Fer D1 mRNA quantitation, PCR conditions included cDNA reverse transcribed from 10 ¡tg of total RNA, 
..,,,.; '"' u1 competitor in concentrations ranging trom 1 x 11...' io 1 x iu 1 molecules/µ1. Values were determined by 
densitometry of PCR fragments electrophoresed in a 3% agarose gel. Note that mean values were derived from 
multiple assays of pooled cONA. Significance is indlcated by••• ( p< 0.001 ). 

decrease after 24 h of immersion. Although 
the studies concerning iodothyronine 02 
regulation in fish are scarce, they are ali 
consistent with the present results. A 
reduction in hepatic T4 ORO has been 
reported after administration of T3-

supplemented food as well as after fasting in 
the rainbow trout (Finnson et al., 1999). 
Furthermore, T4-induced hyperthyroidism 
also significantly lowers hepatic 02 in tilapia 
liver, while T3-induced hyperthyroidism 
abolishes it (Mol et al., 1999). lt is importan! 
to note that the earlier hyperthyroidism 
st1_1rli13s wPr"l performed under longer terms 
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of treatment (7 and 11 days, respectively), 
whereas · with the administration protocol 
u sed he re we observed. an .effect. u pon. 02 
activity after 24 h of treatmérit; The effects 
upan transcription were eyidérifeárlier; with 
ali three iodothyronines indyCi119ta .élecl-ease 
in 02 mRNA levels after~12 tíl'i~;~~1'3~'.i:'" : .· ·.. . 

·..:-,;~; :.-:t<.i~~·':~·?&:~:·~-~~}:J: '.· .. ·~·:. 
lt . has: r:írevioll~ty:;b~e_n dócumented 

that thyroid. statu's: confrotsFD2; activity at 
both pre~ and posttranstatiOriai tevets · in 
mammals·(Bianco e(al.; 2002). lndeed, the 
present results indicate that Ta- and T4-

=--=------' . 'TESIS CON 
.,;, ORIGEN 
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FIGURE 3. Effect of short term T4-, T3- and 3,5-T2-induced hyperthyroidism on killifish liver 02 (A) activity (n = 5 ± 
S.E.M) and (8) mRNA expression (pooled livers, n = 5) at 12 and 24 h post-exposure. Far 02 activity determinations, 
assay conditions included 1 nM 1251-T4, 25 mM OTT and 1 mM PTU. The protein concentration used was 
approximately 100 µg/tube. The assays were incubated far 1 h at 37 ºC. Results are expressed as fmol 1251/mg/h. 
Significance is indicated by • ( p< 0.05) and •• (p< 0.01 ). Far 02 mRNA quantitation, PCR conditions included cONA 
reverse transcnbed frum 1U 11y of total RNA, anda 02 competitor in concentrations rany111g frun1 1 x 109 to 1 x 104 

molecules/µI. Significance is indicated by••• ( p< 0.001 ). 

induced regulation of 02 occurs at a pre
translational level. The experimental 
evidence that would support this hypothesis 
is: i) the decrease in hepatic 02 activity from 
T 4- and T3-treated groups was preceded by 
a decrease in 02 mRNA at 12 h post
immersion, which remained low througtiout 
the treatment; and ii) the apparentVmax 
val u es decreased in the treated .. groups, 
whereas the substrate affinity •. was·; not 
modified. This finding supports tlie n'otion of 
a decrease in transcription . and/or· · an 
increase in protein degradation in response 
to acule administration of iodcithyronines. In 
consonan ce with this 5'(';enario, 
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hypothyroidism in tilapia liver is 
accompanied by an increase in 02 activity 
and mRNA (Van der Geyten et al., 2001 ). 
Furthermore, a role for pre-translational 
control of 02 regulation is strengthened by 
the observed T3 -induced suppression of 02 
mRNA in pituitary tumor cells, which does 
not affect the short (2 h) 02.mRNA half life 
(Kim et al., · 1998). The molecular 
mechanisms' •... that. could explain the pre
translatioílal. ;02,)egulation by substrate 
have not been · eluéidated in mammalian or 
teleostean ·. species. In this context, the 
presence of a negative TRE in the human 
Dio2 5'-flanking region has beer: inferred, 



although it has not yet been identified 
(Bianco et al., 2002). The mammalian Dio2 
gene also contains a cAMP responsive site 
(CRE) (Bartha et al., 2000), which has not 
been found in the teleostean homologs 
(Orozco et al., 2002b). Thus, available 
information suggests that while the final 
observed effects of iodothyronines on the 
02 en-zyme are similar in mammals and fish, .. 
the specific mechanisms of this regulation · 
could differ. 

The most novel aspect of our results 
resides in the unexpected potency exhibited 
by 3,5-T 2 on 01 mRNA and 02 activity and 
mRNA. Besides its well-established 
calorigenic m'itochondrial actions (Goglia et 
al., 1999), 3,5-T2 has other thyromimetic 
effects that seem to be related to the type of 
regulation exerted by TH. Thus, 3,5-T2 and 
not 3,3-T2 seems to act at the same potency 
as T 3 in those functions down-regulated by 
TH; i.e., inhibiting TSH _secretion (Moreno et 
al., 1998) and the expression of TRf32 
receptors (Ball et al., 1997). In contrast, in 
the systems up..:regulated by TH, the 
potency of 3,5-T2 is up to 100-fold lower 
than that of T 3 • Such is the case of the 3,5-
T2 stimulation of GH mRNA synthesis 
(Moreno et al., 1998) and 01 activity (Baur 
et al., 1997), and.the increment that 3,5-T2 
exerts in ·. oxygen · corisumption in rat 
hypothyroid hepatic éells (Horst et al., 
1989~. This · interpretation would be in 
agreement with the present results in which 
02 activity and mRNA · are rapidly :. ánd . 
significantly decreased. Furthermore,, the. 
comparative potency of 3,5-T2 in decreasing 
both 02 activity and 01 and 02 transcdption 
suggests that this iodothyronine may indeed 
play a physiological role in teleost thyroidal 
systems. Although there has. been no 
demonstration of in vivo conversion of T 3 to 
3, 5-T2 in teleosts, recent experimental 
evidence suggests that this conversion can 
occur in mammalian species (Moreno et al., 
2002). The effects of 3,5-T2 on deiodinase 
regulation could be the consequence of an 
interaction of 3,5-T2 with TH nuclear:
receptors (TR). To our knowledge, there is 
nn ;=iv;:=1ilahlp infnrrn;;ition on 3,5-T 2 affinity. far 
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TR. in fish. A very low binding of T2s to 
mammaliari liver and heart nüclei (leeson et -
al_ .• ,1998) .. has beem·· reported,. as-well .as' a 
low;affinityfor .. _the TRf31 7 (Cheng. et_-al., 
J 994 )/ Although trie' lateºncy of thé respónse 

··is riotan absolute indicc¡tor,' itis éonsidered 
•. to·.be •one of .the· feati.Jres that'di.fferentiate 
•the nÚclear. from the extra'-iiué:Jáar áctions Of 

·· io-aothyrónines JGo9na ·ef. af;1999). inthis 
éof'ltext, the rápid r~sponse eliéited by 3,5-
T 2 · could suggest; nOn-genomic effects. 
Further work is required ;to uriderstand the 
mechanism otaction'ó(3,5iT2: . 

,·_··· . . : "·'····· '':• ,,··· ·:,.-·. , 
.".•, 

In súmmarY, t~is . is to our 
knowledge the fiístevidence· of a poteiit and 
acute regulatory · effeCt ,:of 3,5~T2 . upon 
deiodináse <'' tránscription ar enzymátic 
activity. These. data···.suggest thepossible 
role of T3 as a· precursor for. a/. more 
bioactive iodothyronine. We propase . that 
the ORO. pathway in teleosts includes. the 
generation of biologically active 3,5-T2. . 
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