UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE DOCTORADO EN

CIENCIAS BIOMEDICAS
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR DE LA(S)
DESYODASA(S) DE YODOTIRONINAS EN EL HIGADO DEL
TIBURON CHILOSCYLLIUM PUNCTATUM

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
PRESENTA
M. EN. C. LIDIA MAYORGA MARTINEZ
TUTOR:

DR. CARLOS VALVERDE RODRIGUEZ

COMITE TUTORAL:
DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA
DR. ALFREDO VARELA ECHAVARRIA

CampusdJuriquilla, Querétaro Junio 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Autbnoma de México

Instituto de Neurobiologia

Los miembros del jurado para examen de grado certificamos que la tesis elaborada por:
Lidia Mayorga Martinez, cuyo titulo es: “Caracterizacion cinética y molecular de la(s)
desyodasas de yodotironinas en el higado del tiburon Chiloscyllium punctatum” se
presenta como uno de los requisitos para obtener el grado de Doctora en Ciencias y
cumple con los criterios de originalidad y calidad requeridos por la Division de Estudios
de Posgrado de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Firma

Presidente
Dr. Jean Louis Charli Casalonga

Secretario (Tutor)
Dr. Carlos Valverde Rodriguez

Vocal
Dra. Verdnica Guarner Lans

Vocal
Dra.Maria de la Luz Navarro Angulo

Vocal
Dra. Rocio Brenda Anguiano Serrano




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Carlos Valverde, GRACIAS por compartir su sabiduria. Por creer en mi y
apoyarme desde que lo conoci. Por su gran paciencia, entusiasmo y empuje para el
desarrollo y culminacion de este trabajo.

A la Dra. Aurea Orozco por permitirme ser parte de tu grupo de trabajo, gracias Aurea
por tu ayuda en todo momento, eres un ejemplo de disciplina en el trabajo.

A Paty Villalobos, porque en todo este tiempo me apoyaste, sacaste de dudas y guiaste
en el laboratorio, gracias por tu amistad.

Al Dr. Abraham Landa y Dr. Alfredo Varela, miembros de mi comité tutoral que me
acompafiaron en mi formacion durante varios semestres y alentaron en todo momento
para hacer del proyecto lo mejor.

A los miembros del jurado de examen de grado: Dra. Brenda Anguiano, Dra. Luz
Navarro, Dra. Verénica Guarner y Dr. Jean Louis Charli agradezco su disposicion para
revisar mi tesis y sus valiosos comentarios para mejorarla.

A Carlota, Juan Carlos, Mony, Lucia, Miguel Angel, Angeles por su amistad y compafia
durante este tiempo.

A las personas que me apoyaron para la realizacion de este trabajo:
A la Dra. Anaid Antaramian de la Unidad de Proteogendmica.

A Rafael Silva de la Biblioteca.

A Omar Gonzalez de Cémputo.

A Lourdes Lara de Videoconferencia.

A Leonor Casanova de la Unidad de Posgrado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
Becario No: 142421.

A la Direccion General de Estudios de Posgrado de la UNAM
Becario No. 504013616.



INDICE
INDICE

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE TABLAS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

1. EVOLUCION DE LA FUNCION TIROIDEA

1.1 Yodo: Metabolismo y Manejo del Halégeno por los Sistemas Vivos

1.2 Evolucién de la Glandula Tiroides
1.2.1. Urocordados

1.2.2. Cefalocordados
1.2.3. Craneados
2. LA FUNCION TIROIDEA EN VERTEBRADOS
2.1 Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroides. Vision de Conjunto
2.1.1. Tiroliberina o TRH
2.1.2. Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) o Tirotropina

2.2 La Glandula Tiroides
2.3 Biosintesis de las Hormonas Tiroideas (TH)

2.3.1 Estructura Quimica

2.3.2 Transporte

2.3.3 Ingreso de las TH a sus Células Blanco
2.3.4 Mecanismos de Accion

2.3.5 Efectos fisiolégicos de las TH

2.3.6 Metabolismo de las TH

3. DESYODACION
3.1 Desyodasas. Visién de conjunto
3.1.1 Estructura

3.1.2 Localizacion Subcelular

3.1.3 Sintesis de Selenoproteinas



3.1.4 Bioquimica de la desyodacion
3.2 Desyodasa tipo 1

3.2.1 Caracteristicas Cinéticas/Bioquimicas
3.2.2 Caracteristicas Moleculares
3.2.3 Regulacion

3.3 Desyodasa tipo 2
3.3.1 Caracteristicas Cinéticas/Bioquimicas
3.3.2 Caracteristicas Moleculares
3.3.3 Regulacion

3.4 Desyodasa tipo 3

3.4.1 Caracteristicas Cinéticas/Bioquimicas
3.4.2 Caracteristicas Moleculares
3.4.3 Regulacion
3.5. Filogenia de las Desyodasas
4.LA DESYODACION EN PECES
4.1 Agnatos
4.2 Oseos

4.3 Cartilaginosos

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
HIPOTESIS
OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS
Animales
Reactivos

Preparacion de microsomas

Determinacion de la actividad desyodativa ORD (D1 y D2)

Determinacion de la actividad desyodativa IRD
Caracterizacion cinética

Clonacion del cDNA y Analisis de la Secuencia

34
35
36
38
39
40
41
41
43
44
45
46
a7
48
50
50
52
53

55

55

55

56
56
56
56
57
57
58
59



Extraccion de RNA total
Sintesis de cDNA (RT) y PCR
Amplificacion de los extremos 3’y 5°del cDNA (3'y 5’"RACE)
Amplificacion de la secuencia de cDNA completa
Andlisis de las secuencias
Expresion de la proteina recombinante (D3)
Construccion de una quimera de D2 con SECIS de Fundulus

RESULTADOS
1.Caracterizacion cinética

1.1 Via ORD
1.2 VialRD
2. Caracterizacion molecular
2.1 Clonacion y caracterizacion de la(s) Desyodasas de la via ORD
2.2 Clonacion y caracterizacion de la D3 de la via IRD

2.3 Caracterizacion de la D3 recombinante

DISCUSION
CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS
1 Condrictios
Disefio basico, Diversidad, Habitats, Reproduccion

2 Chiloscyllium punctatum

3 Produccion
Mayorga M.L., Orozco A., Villalobos P. y Valverde-R.C. 2008
Cloning and characterization of a type 3 iodothyronine deiodinase
(D3) in the liver of the chondrichtyan Chiloscyllium punctatum.
Gen. Comp. Endocrinol. 156: 464-469.

59
59
60
61
62
62
62

64
64

64
69
72
72
78
83

85

93

93

94

116
116

119
120



(93] A WN -

(o))

10
11
12
13
14

15

16

17
18

19
20

21
22

23
24

INDICE DE FIGURAS

Aspectos filogenéticos de la funcion tiroidea en los cordados
Evolucién de la glandula tiroides

El Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroides en Mamiferos
Distribucion del tejido tiroideo y su organizacion en la
glandula tiroides en diferentes vertebrados

Sintesis, almacenamiento y secrecibn de hormonas
tiroideas

Estructura de las hormonas tiroideas.

Accion nuclear de las hormonas tiroideas

Vias metabdlicas alternas del metabolismo de hormonas
tiroideas

Vias Desyodativas

Estructura general del RNAm de selenoproteinas

Sintesis de selenoproteinas

Mecanismo catalitico propuesto para la D1 y su inhibicién
por PTU, IACy GTG

Filogenia de Ilas desyodasas de yodotironinas de
vertebrados

Amplificacion de los extremos del DNA complemetario
mediante 3" y 5" RACE

Construccion de una quimera entre el cDNA de un
fragmento que incluye el marco de lectura abierto de la D2
de tiburdon y un fragmento que contiene el elemento SECIS
indispensable para la incorporacion de Sec, de Fundulus
heteroclitus

Efecto de la concentracion de proteina en la actividad D1,
D2y D3

Actividad ORD de | rTs. Analisis de Eadiee-Hofstee
Cinética de la actividad ORD de '?°| rT; en funcion de la
concentracion de sustrato

Actividad ORD de ?°| rT; Mecanismo de reaccién

Cinética de la actividad ORD de '?°I-T, en funcién de la
concentracion de sustrato

Actividad ORD de *?°| T, Mecanismo de reaccién

Efecto de las hormonas T4, 1Tz y T3 en la actividad
desyodativa T,-ORD

Cinética de actividad T5-IRD y mecanismo de reaccion

A) Efecto de PTU en la actividad desyodativa Ts-IRD. B)
Efecto de las hormonas T4, rTs y T3 en la actividad
desyodativa T3-IRD

10
12
15

17
18
21
25
26
32
33
37
49

61

63

65
66

67
68

69
70

70
71

71



N

25

26

27

28

29

30
31
32

33

D2 de Ch. Punctatum. .Fragmento Inicial (nucleétidos y
aminoacidos deducida)

Secuencia de nucleétidos completa del fragmento de cDNA
obtenido después de analizar el conjunto de los resultados
de los 3’y 5'race

Secuencia de nucleodtidos y de aminoacidos deducida del
fragmento de cDNA que codifica para la D2 en el higado de
Ch.punctatum

D3 de Ch. Punctatum. Secuencia (nucledtidos vy
aminoacidos) del fragmento Inicial

Secuencia (nucleétidos y aminoacidos) de la D3 del tiburon
Ch. punctatum

Elemento SECIS de la D3 de Ch. punctatum
Patron de hidrofobicidad de la D3 de Ch. punctatum

Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la D3 de
Ch.punctatum con las reportadas para otras especies de
vertebrados

Caracterizacion cinética de la D3 de Ch. punctatum
recombinante

INDICE DE TABLAS

Caracteristicas de las desyodasas de yodotironinas
Condiciones optimas de ensayo para la actividad D1, D2 y
D3

Secuencia de los oligonuclettidos empleados para la
clonacion de los cDNA's que codifican para la D2 y la D3
del tiburdn Ch. punctatum

76

77

78

80
81
81

82
84

35

65
73



RESUMEN

A nivel celular y en todos los vertebrados, la bioactividad de las hormonas tiroideas
(TH) esta finamente regulada por una familia de selenoproteinas llamadas
desyodasas (Ds) de yodotironinas. Esta familia enzimatica comprende tres isotipos:
D1, D2 y D3, que difieren en sus propiedades cinéticas, moleculares y funcionales y
catalizan dos rutas metabdlicas diferentes pero complementarias. Dependiendo del
anillo de la molécula de yodotironina del cual se remueve el atomo de yodo, estas
vias metabdlicas generan isomeros activos o inactivos de TH. La via de desyodacion
del anillo externo (ORD) o de activacion es catalizada por la D1 y la D2 y produce T3
a partir de T4. Por otro lado, la via de desyodacién del anillo interno (IRD) o de
inactivacion es catalizada por la D1 y la D3 y produce los isomeros inactivos: rTs a
partir de T4; asi como 3,3-T, y 3°,5"-T, a partir de T3z y rT3 respectivamente. Esta
tesis reporta la caracterizacion operacional y molecular de las desyodasas presentes
en el higado del tiburon: Chiloscyllium punctatum. Los resultados muestran que a
diferencia de otros vertebrados adultos el higado de este condrictio expresa las tres
Ds. Para la via rT3-ORD, la D1 mostré valores de Km ¥y Vimax de 122 nM y 534.2 pmol
'25/mg/h respectivamente; un mecanismo de reaccién ping-pong, e insensibilidad a
la inhibicion por PTU (1 mM). En el caso de la via T4-ORD, la D2 mostré una K, de
1.1 nM y una Vmax de 55 pmol '®I/mg/h, siendo esta Gltima una de las méas altas
reportadas en vertebrados e indicando una mayor abundancia relativa. El
mecanismo de reaccién de esta D2 fue de tipo secuencial, la enzima resultd
insensible a la inhibiciéon por PTU, y la preferencia por sustratos fue: T4>rTs>Ts. La
D3 que cataliza la via T3-IRD tiene una Ky, de 2.7 nM, y una Vo« de 1.02 pmol 3,3"-
To/mg/h y un mecanismo de reaccién secuencial. Esta D3 es insensible a la
inhibicién por PTU y su preferencia por sustratos es Ts>T4>rTs. En cuanto a la
caracterizacion molecular se clonaron los cDNA’s que codifican para D2 y D3
mediante RT-PCR seguido de 3" y 5" RACE. Para la D2 se obtuvd un fragmento de
1100 pb. Este cDNA incluye el marco de lectura abierta con los codones de inicio y
termino de la traduccién, el triplete TGA que codifica para selenocisteina y una
region 5°'UTR de ~250 pb. La alineacion de la secuencia de proteina deducida
mostré un porcentaje de identidad del 68% con el resto de D2 de vertebrados,
mientras que para D1 y D3 la identidad fue de 46 y 61% respectivamente. En cuanto
a la D3 se clon6 un fragmento de cDNA de 1298 nucledtidos que codifica una
proteina deducida de 259 aminoacidos. El triplete TGA que codifica para
selenocisteina estd en la posicion 123. La secuencia de insercion para
selenocisteina (SECIS) se localiza 228 pb rio arriba de la cola de poli(A) y
corresponde a una forma 2. La secuencia de aa deducida mostré una identidad del
77 y 72% con otras D3 de peces y vertebrados, respectivamente. Se expreso la D3
recombinante en ovocitos de X. /eavis mostrando caracteristicas semejantes a la
enzima nativa. La expresion de las tres Ds, en el higado adulto de Ch. punctatum
sugiere que este 6rgano juega un papel clave en la fisiologia tiroidea, regulando las
concentraciones de TH activas e inactivas. Al igual que en los teledsteos, los altos
niveles de expresion de D2 hepatica indican que dicho isotipo podria tener un papel
clave en proveer T3 a la circulacion general. La expresion hepatica de D3 en la vida
adulta de este condrictio pudiera estar asociada con la estrategia alimentaria de la
especie que devora completamente a su presa e incluye tejido tiroideo, evitando la
sobre-exposicién a hormonas tiroideas exégenas y contribuyendo de esta manera a
la homeostasis tiroidea.



ABSTRACT

Thyroid hormone (TH) bioactivity is finely regulated at the cellular level by a family of
selenoproteins generically called iodothyronine deiodinases (Ds). This family of
selenoenzymes is expressed in vertebrates and includes three distinct isotypes (D1,
D2 and D3) with different kinetic, molecular, and functional properties. Depending of
the ring of the molecule from which iodine atoms are removed, Ds catalyze two
different but complementary metabolic routes that generate active or inactive
iodothyronine isomers. The activating or outer-ring deiodinating (ORD) pathway is
catalyzed by D1 and D2 and produces active iodothyronines by converting T4 to Ts.
On the other hand, the inactivating or inner-ring deiodinating (IRD) pathway is
catalyzed by D1 and D3 and produces the inactive isomers: rT3 from Ty4, as well as 3,
3’-T, and 3°,5°-T, from T3 and rT3 respectively. This work shows the kinetic and
molecular characterization of the hepatic deioidinases in the chondrichthye
Chiloscyllium punctatum. The Kinetic characterization using the preferential
substrates and DTT as cofactor, reveled the expression of the three Ds. For D1 (rTs)
Km and Vmay values were 122 nM and 534.2 pmol '®I/mg/h, respectively; a ping-pong
type reaction mechanism, and was resistant to PTU (1 mM) inhibition. D2 K, and
Vimax Values for T4 were 1.1 nM y 55 pmol '®°I/mg/h, respectively, this Vmax value is
higher than that of other vertebrates, indicating a high relative abundance; D2
presented a sequential type reaction mechanism; showed insensitivity to PTU (1 mM)
inhibition and a preferential substrate of T4>rTs>T3. The T3 Ky and Vmax values for D3
were 2.7 nM and 1.02 pmol 3,3"-T2/mg/h, the reaction mechanism was sequential
and the enzyme was insensitive to PTU (1 mM) inhibition; the preferential substrate
was T3>T4>rT3 By RT-PCR and 3’and 5’'RACE, cDNAs encoding D2 and D3 were
cloned. The D2 cDNA fragment was 1100 bp and includes a 5°UTR of ~250 pb. The
fragment included the open reading frame (ORF) with the start and end triplets, as
well as the TGA coding for selenocysteine. The predicted protein showed a 68%
identity with the rest of vertebrate D2s, and an identity of 46 and 61% for D1 and D3,
respectively. The D3 cDNA contained 1298 nucleotides and encodes a predicted
protein of 259 amino acids. The triplet TGA coding for selenocysteine (Sec) is at
position 123. The consensus selenocysteine insertion sequence (SECIS) was
identified 228 bp upstream of the poly(A) tail and corresponds to a form 2. The
deduced amino acid sequence was 77% and 72% identical to other D3 cDNAs in
fishes and other vertebrates, respectively. The recombinant D3 was expressed in X.
leavis oocytes and showed comparable catalytic activity to that of the native enzyme.
The expression of the three Ds in the adult liver of ChA. punctatum, suggests that the
liver plays an important role in thyroid physiology, regulating active and inactive TH
concentrations. As in teleosts, the high levels of hepatic D2 expression shows that
this enzyme could have an important role in T3 production for the circulation. The
hepatic D3 expression through adulthood may be associated with the alimentary
strategy that includes the thyroid tissue in which the protection from the exogenous
overload of the TH could be of physiological importance for thyroidal homeostasis.



INTRODUCCION

Este trabajo se realizé en el laboratorio de fisiologia evolutiva del INB bajo la
tutoria del Dr. Carlos Valverde-R, cuya linea de investigacion aborda, desde una

perspectiva comparada, la fisiologia de los sistemas tiroideos.

En muchas ocasiones y aduciendo que carecen de “novedad”, se
menosprecian los estudios que, se afirma, “repiten” en algunas especies lo ya
establecido en otras. A este respecto, es necesario enfatizar que la generacion y
ampliacion del conocimiento nada tienen que ver con la simple repeticion. La
investigacion de fendmenos ya estudiados o “viejos” en nuevas especies, brinda la
oportunidad de entender diferencias y similitudes en el contexto de la evolucion; y
permite establecer relaciones filogenéticas entre los vertebrados y entre éstos y el
resto de sistemas vivos. En efecto, complementados con las poderosas
herramientas analiticas de la biologia computacional, la genémica y la biologia
molecular, estos programas de investigacion, han brindado nuevas respuestas a
viejas preguntas. Este es el caso de la endocrinologia comparada, cuyos modelos y
conceptos han impactado profundamente en el desarrollo de la endocrinologia
misma; asi como en la practica clinica de la medicina humana y animal. Aunque son
de sobra conocidas, es pertinente recordar algunas de estas contribuciones. El
descubrimiento de las “neuronas glandulares” en la medula espinal de la mantaraya,
dio lugar al concepto seminal de neurosecrecion y al desarrollo de la
neuroendocrinologia (Scharrer., 1985, Sarnat., 1983). La primera demostracion de la
interaccidbn hormona-DNA surgi6 del estudio de los cromosomas de la mosca y el
efecto de la ecdisona (Ashburner., 1973). Igualmente, el hallazgo de que la
calcitonina de peces es significativamente mas potente que la de humanos ha
permitido el tratamiento de alteraciones éseas incapacitantes como la enfermedad
de Paget (Wallach y col., 1999, Norris, 1997). Los estudios fundamentales para
comprender las bases biolégicas de los ritmos circadianos, se han llevado a cabo en
plantas, insectos y aves (Dawson y col., 2001, Yoshimura y col., 2003). Estos son
solo algunos ejemplos de las repercusiones que la investigacion comparada de la

fisiologia endocrina ha tenido en las ciencias bioldgicas.



Como ya se dijo, el trabajo de la presente tesis corresponde al area de la
fisiologia o funcion de los sistemas tiroideos. En todos los vertebrados, estos
sistemas comprenden cuatro unidades o componentes funcionales principales. El
clasico eje neuroendocrino hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HHT) y un cuarto eslabén o
via final comun, en la que participa una familia ubicua de enzimas conocidas con el
nombre genérico de desyodasas de yodotironinas (Ds) o ID (por sus siglas del
ingles, iodothyronine deiodination). A través de esta via se generan metabolitos
inactivos o activos de TH que ejercen su funcidn biolégica al interactuar con los
receptores nucleares de TH. Especificamente, la presente investigacion se enfoca al
estudio y caracterizacion bioquimica y molecular de la actividad desyodativa en el

higado del condrictio Chiloscyllium punctatum.



ANTECEDENTES

1. EVOLUCION DE LA FUNCION TIROIDEA

1.1. Yodo: Metabolismo y Manejo del Halégeno por los Sistemas Vivos

El yodo es uno de los elementos esenciales ultratraza mas pesados que se
metaboliza en los sistemas vivos y presenta propiedades antimicrobianas y
antioxidantes. En los reinos animal y vegetal, diversos organismos poseen la
capacidad de metabolizar yodo y otros halégenos naturales (fluoro, cloro y bromo),
incorporandolos en una gran variedad de compuestos organicos. Actualmente se
conocen mas de 4,000 organohalégenos de origen bidtico, cuya estructura quimica
es tan diversa como el tipo de organismo que los produce. En efecto, todos estos
halometabolitos se han identificado, extraido y purificado a partir de organismos que
pertenecen a los tres dominios biolégicos (para revision véase: Gribble, 2003;
Valverde-R y col., 2004).

En general, los mecanismos celulares involucrados en el metabolismo del
yodo son los mejor estudiados pues se asocian con la captura, organificacién y
sintesis de hormonas tiroideas (TH, por sus siglas del ingles, thyroid hormone) y sus
precursores en vertebrados y algunos invertebrados; o bien, con la sintesis de
antibiéticos y moléculas repelentes en plantas, bacterias y hongos. Siendo uno de
los elementos naturales mas escasos, no se sabe porque fue este y no otro
halégeno el que se seleccioné para ser utilizado en la sintesis de las TH y otros
yodometabolitos. Se ha sugerido que el yodo emergié como un sustrato para la
sintesis de hormonas tiroideas en ecosistemas marinos ancestrales, donde la
vegetacion (algas marinas) de la superficie del océano, la cual concentra yodo,
formo la base de la cadena alimenticia. El aporte adecuado del halégeno y/o sus
metabolitos significo, inicialmente, una sefial de suficiencia alimenticia y de
condiciones propicias para el desarrollo y reproduccién del organismo.
Posteriormente, la capacidad en los metazoarios para sintetizar TH y otros
yodometabolitos dio como resultado la regulacion y diversificacion funcional de los
sistemas tiroideos propiamente dichos (Valverde-R y col. 2004; Yun y col., 2005;
Heyland y Moroz., 2005).



En cuanto a las algas y otras plantas marinas, poco se sabe respecto a los
mecanismos involucrados en la concentracién del yodo; sin embargo, en estos
organismos el halégeno forma parte de moléculas con actividad antibacteriana como
la betadina (povidona yodada) que los protege de protozoarios y bacterias. Las algas
marinas, particularmente las del orden Laminarialis, acumulan yodo de manera
activa y lo hacen en una proporcibn que es 30,000 veces mayor que la
concentracion del halégeno en el agua de mar. Alrededor del 14 % del contenido
total de yodo en Laminaria japonica y del 38% en algunos sargazos, se encuentra
organificado en el aminoacido tirosina formando monoyodotirosina (MIT) vy
diyodotirosina (DIT) (Kupper y col., 1998).

Diferentes artropodos, anélidos, equinodermos (pepinos y galletas de mar) y
moluscos, tienen la capacidad de sintetizar TH y compuestos similares; sin embargo,
no se ha identificado una estructura anatdbmica especificamente asociada con dicha
funcién. Por otro lado, la administracién exdégena de TH a estos organismos modifica
diversas funciones como el desarrollo y reproduccion (Heyland y col.,, 2006).
Ademas de estas, se han reportado otras funciones para las HT en estas especies:
el coral Leptogorgia irgulata contiene una substancia semejante a la tiroxina o T4 que
al parecer esta involucrada en el metabolismo de calcio (Kingsley y col., 2001). Por
otro lado, estas especies contienen aminoacidos yodados que forman parte de
estructuras cérneas o fibrosas como el exoesqueleto y la cuticula y se considera que

dicha halogenacion ocurre como una reaccion extracelular no especifica.

1.2. Evolucién de la Glandula Tiroides

La historia evolutiva de la tiroides es una de las mas interesantes entre las
glandulas del sistema endocrino. En los tres subfila de los cordados (urocordados,
cafalocordados y craneados) se ha establecido la presencia de células
especializadas en la captura y organificacién de yodo (figura 1). El endostilo en uro y
cefalocordados; la glandula subfaringea en los ciclostomos, y en el resto de los
craneados la tiroides, concentran el halégeno (Valverde-R. y col., 2004). Tanto la
glandula tiroides como el endostilo estan asociadas con la region faringea del tracto
digestivo, sugiriendo una relacion entre la funcién biosintética de TH y la ingestion de

alimento.
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Figura 1. Aspectos Filogenéticos de la Funcién Tiroidea en los Cordados. Los sistemas
pre-prototiroideos, prototiroideos y tiroideos son definidos por una serie de marcadores
funcionales, bioquimicos y moleculares caracteristicos del metabolismo de yodo. Los
sistemas pre-prototiroideos se encuentran en uro Yy cefalocordados. Los sistemas
prototiroideos en agnatos pueden considerarse como la transiciébn hacia un eje HHT
verdadero. Los sistemas tiroideos se caracterizan por poseer un eje HHT funcional. TRH,
tiroliberina; TSH, tirotropina; NIS simportador Na/l; TPO, tiroperoxidasa; Tg, tiroglobulina;
MIT, monoyodotirosina; DIT, diyodotirosina; T4, Ts tiroxina y triyodotironina respectivamente;
tDh, deshalogenasa tiroidea; IDs, desyodasas; TRs, receptores de hormonas tiroideas; TTF-
1, factor de transcripcion tiroideo 1; Pax 2/5/8, factores de transcripcion pax 2,5, y 8;
AmphiFoxE4, factor de transcripcion FoxE4 del anfioxo. (Modificada de Valverde-R y col.,
2004).

Los sistemas prototiroideos o primordiales se definen como aquellos sistemas
desarrollados por los agnatos y en los que se tiene un sistema regulatorio de
deshalogenacion enzimatica que precede a la regulacion neuroendocrina de los

sistemas tiroideos.
1.2.1. Urocordados
Los urocordados pertenecen al subfilum Urochordata y se dividen en tres

clases taxonomicas: Ascidiacea, Larvacea y Thaliacea. Las ascidias (también

conocidas como tunicados), son cordados ancestrales que frecuentemente se



refieren como protocordados ya que durante su estadio larvario poseen
caracteristicas de cordados: tienen un notocordio y espina dorsal. Después de este
estadio larvario de vida libre, sufren una metamorfosis donde pierden la cola y hay
un rearreglo de los 6rganos internos. En su forma adulta las similitudes con los

cordados se pierden (Kargong., 1998).

En las ascidias se han encontrado diversos elementos precursores de la
glandula tiroides. La primera evidencia en cordados de la sintesis de TH proviene de
estudios realizados en el endostilo de urocordados. El endostilo es una glandula
exocrina secretora de moco que se localiza en la region faringea. Cerca de la
apertura del endostilo existen células especializadas que acumulan yodo del agua
de mar y lo organifican en los residuos tirosilo de una glicoproteina que es secretada
a la luz de la faringe. Esta mucoproteina participa en la funcion alimenticia, atrapa
particulas de alimento que son arrastradas a la faringe por corrientes de agua
causadas por movimientos de los cilios faringeos. Los cilios mueven el moco con el
alimento atrapado hacia el tracto digestivo (Norris., 1997). En el endostilo se ha
identificado actividad asi como la expresion de peroxidasa (Kobayashi y col., 1983;
Ogasawara y col., 1999). Por otro lado, en el genoma de Ciona intestinalis se han
identificado genes putativos homadlogos (ortélogos) a aquellos que participan en la
sintesis y metabolismo de TH en vertebrados como la peroxidasa tiroidea (TPO), el
transportador de yodo (NIS), las oxidasas tiroideas (Duoxl y Duox2) y los receptores
nucleares de TH (Dehal y col., 2002). También, en Halocynthia roretzise identifico el
ortélogo de un gen gue expresa actividad desyodativa y que por sus caracteristicas
cinéticas parece corresponder al isotipo D1 (Shepherdley y col 2004). Los niveles de
T, y Tz se han medido en sangre y tejidos de ascidias (Fredriksson y col 1993). La
presencia de TH en ascidias se ha documentado en su etapa adulta y larvaria;
aungue en su etapa adulta no se ha establecido una funcion clara de las TH, en la
etapa larvaria la T, parece estar involucrada en la metamorfosis (Particolo y col.,
2001, D’ Agati y Cammarata M., 2006).

1.2.2. Cefalocordados

El anfioxo (Branchiostoma lanceolatum) es el mejor modelo conocido para

estudiar los origenes y evolucion de la metamorfosis en los cordados v,



consecuentemente, de los precursores de la funcion tiroidea en cefalocordados. Al
igual que en la ascidia, el endostilo del anfioxo se considera un precursor de la
glandula tiroides. Existen multiples evidencias que apoyan esta idea; por ejemplo, se
ha mostrado que las células del endostilo del B. lanceolatum expresan los genes
homologos de vertebrados TTF-1, TTF2 y pax-8 (factor de transcripcion tiroideo 1y
2, y factor de transcripcion pax-8), que codifican para factores de transcripcion
reguladores de la morfogénesis de la glandula tiroides; asi como, de tiroperoxidasa o
TPO (thyroid peroxidase), tiroglobulina (Tg) y del receptor de la hormona estimulante
de la tiroides o TSH (por sus siglas del ingles, thyroid stimulating hormone) (Holland
y Holland., 1999, Ogasawara, 2000, Venkatesh y col., 1999). Recientemente se
identificaron los ortélogos de los genes para TPO y desyodasas en el genoma del B.
floridae, pero no el de la Tg. También se clond y expresé el gene del TRa que
presenta un 74% de homologia con su contraparte en el humano.
Sorprendentemente, los estudios de transactivacion revelaron que este TR del
anfioxo no une T. Esta paradoja se resolvié con el descubrimiento de que el ligando
especifico es el acido triyodo-tiroacético (TRIAC) que hasta ese momento se

consideraba un catabolito de la T3 (Paris y col., 2008).

1.2.3. Craneados

En los craneados o vertebrados existe ya una glandula tiroides funcional. Los
ciclostomos (o agnatos) son la clase més arcaica de los vertebrados (figura 1) y la
lamprea es uno de los organismos mejor estudiados del grupo. La funcion tiroidea de
la lamprea es peculiar. En su fase larvaria (amocete), este organismo posee una
glandula exocrina bilobulada y estructuralmente mas compleja que el endostilo
denominada glandula subfaringea. Durante la metamorfosis de larva a adulto, la
glandula subfaringea se diferencia en una glandula tiroides y deja de funcionar como
un organo exocrino accesorio del tracto intestinal. Sin embargo, tanto la glandula
subfaringea (larva) como la tiroides (adulto) no estan bajo el control neuroendocrino
del eje HHT (ver adelante) y se ha sugerido que el principal mecanismo de
regulacion es la desyodacion periférica de las TH, principalmente a nivel intestinal
(Eales y col., 2000). Dicho sistema prototiroideo de ciclostomos se considera como
un paso evolutivo hacia un eje HHT verdadero (Valverde-R., y col., 2004). Para la

integracion de los sistemas tiroideos con un eje HHT verdadero, hay hechos



precedentes que son importantes como son la captura y organificacién de yodo, asi
como la desyodacion.

La informacion revisada hasta aqui ha llevado a proponer el modelo evolutivo
de la glandula tiroides, desde urocordados hasta la lamprea, que se ilustra en la

figura 2.

Figura 2. Evoluciéon de la Glandula Tiroides. Las flechas, lineas diagonales y
areas sombreadas indican la distribucion de proteinas o compuestos yodados en
cada organismo. A) Inicialmente las mucoproteinas yodadas sintetizadas y
excretadas por el endostilo, se distribuyeron sobre la superficie del cuerpo y en el
tracto digestivo anterior; para después situarse en la region de la boca. B) Las
mucoproteinas liberadas de la regién de la boca pasan al intestino donde se
digieren y liberan yodotirosinas y tironinas. C) El anfioxo produce yodoproteinas en
el endostilo. D) En los agnatos, la metamorfosis del endostilo (o glandula
subfaringea) a glandula tiroides ocurre durante la transformacion de la larva
amocete a la lamprea adulta (Norris., 1999).
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2. LA FUNCION TIROIDEA EN VERTEBRADOS
En esta seccion se resume la abundante informacion que sobre el particular
existe en mamiferos. Para el resto de vertebrados se destacard aquella que es

relevante al tema central de la tesis; es decir, la relacionada a los peces.

2.1. Eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Tiroides. Visidon de Conjunto

Como se esquematiza en la figura 3, la funcion de la glandula tiroides es
controlada por el clasico eje neuroendocrino hipotalamo-hipéfisis. El tripéptido TRH
(del ingles, thyrotropin releasing hormone) sintetizado en las neuronas del nucleo
paraventricular del hipotalamo, estimula la produccion y secrecion de la hormona
hipofisiaria tirotropina o0 TSH. A su vez, la TSH estimula el crecimiento y funcién de
las células foliculares tiroideas también llamadas tirocitos; dando como resultado la
produccion y secrecion de las hormonas tiroxina (T,) y triyodotironina (T3). La T, es
la principal TH secretada por la tiroides y por su conversion metabdlica subsiguiente
se considera una pro-hormona. Las TH ingresan a todas las células del organismo a
través de un proceso mediado, al menos parcialmente, por transportadores
membranales especificos (véase mas adelante). Una vez ingresada, la T, puede
desyodarse (desyodasas tipo 1 y 2) para producir la hormona activa T3; 0 bien,
inactivarse (desyodasa tipo 3) para producir la triyodotironina reversa (rT3). De esta
manera, la desyodacion de las TH se considera el cuarto eslabon funcional del eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT), ya que se encarga de regular de manera tejido-
especifica, la concentracion intracelular de hormona tiroidea activa o inactiva (para
revision véase: Bianco y col., 2002; Kuiper y col., 2005, Gereben y col., 2008). El
principal mecanismo de accion de las hormonas tiroideas esta mediado por su union
a receptores nucleares especificos o TR del inglés thyroid hormone receptor. Esta
interaccion TH-TR puede estimular o bien, inhibir (reprimir) la transcripcidon
gendmica. Por esta razon se considera que los TRs son factores reguladores de la
transcripcion dependientes de ligando; es decir, dependientes de la TH. Por su parte
y a través de un mecanismo de retroalimentacion (negativo o positivo), la union de la
TH a su receptor determina la regulacion fina del eje HHT (Yen y col., 2006). Esta
asa de retroalimentacién puede ser por accion directa de la Ts o indirecta de la T4

que se convierte a Tz en la hipofisis o el hipotdlamo (Lechan y Feteke., 2005).
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Figura 3. El Eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroides en Mamiferos. La TRH hipotalamica
liberada al sistema porta hipotalamo hipofisiario alcanza su sitio especifico de accién, los
tirotropos hipofisiarios y estimula la sintesis y liberacion de la tirotropina o TSH. Esta
glucoproteina regula, en la glandula tiroides, la sintesis y secrecion de hormonas tiroideas.
Del compartimiento vascular, las tironinas son depuradas por los diferentes 6rganos. Este
recambio compartimentalizado incluye la monodesyodacién de la T, a Ts. La concentracion
intracelular de tironinas establece mecanismos de retroalimentacion que regulan la
operacién del eje. La T; regula a la TSH y TRH a través de un mecanismo de
retroalimentacion negativo.

En contraste con los vertebrados superiores, el control hipotalamico sobre el tejido
tiroideo de peces parece ser predominantemente inhibitorio (Leatherland., 1994).

La somatostatina por ejemplo tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecion de TSH
en el pez dorado (Peter y McKeown, 1975). Se han descrito efectos contradictorios
de la TRH sobre los niveles plasmaticos de las HT. Mientras que la TRH es
ligeramente estimulante en salmoénidos (Eales y Himick., 1988), ésta exhibe un
efecto inhibitorio en Poecilia reticulata (Bromage., 1975). Sin embargo, la mayoria de
los estudios no han detectado cambio en la actividad tiroidea disparada por TRH
(Gorbman y Hyder., 1973, Dickhoff y col., 1978). En teledsteos la TSH parece ser la
hormona reguladora de la funcion tiroidea y sus efectos pueden ser mimetizados por

las gonadotropinas de mamiferos (Byamungu y col., 1990).
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2.1.1. Tiroliberina o TRH

Esta neurohormona es un tripeptido cuya estructura quimica pyroGlu-His-Pro-
NH. esta conservada en todos los vertebrados. Se sintetiza en las neuronas del
nacleo paraventricular cuyos axones proyectan a la eminencia media del hipotalamo
y es transportada a la glandula hipdfisis por el sistema local de circulacién porta
hipotalamo-hipofisiario. En la hipdfisis, la TRH se une a receptores de membrana
especificos (TRHR por sus siglas del ingles, thyrotropin releasing hormone receptor)
localizados en los tirotropos. El receptor a TRH pertenece a la familia de proteinas
con siete segmentos transmembranales. En los tirotropos este receptor esta
acoplado a una proteina Gq (metabolismo de los fosfoinositidos membranales). La
TRH estimula la sintesis, liberacion y glucosilacion de la TSH, que es necesaria para
que la hormona sea biol6gicamente activa (para revision vease: Scanlon y Toft.,
2000). En la membrana plasmatica de los tirotropos, al parecer, se localiza la
piroglutamil aminopeptidasa (PAGP, del ingles pyroglutamil aminopeptidase), una
ectoenzima que inactiva a la TRH (Scanlon y Toft.,, 2000). Sin embargo, las
evidencias experimentales sugieren que la piroglutamil aminopeptidasa Il (PPII) no
esta localizada en tirotropos (Bauer y col., 1990, Cruz R y col., 2008). Mas bien,
parece que la PPIl que esta localizada en los tanicitos de la eminencia media del
hipotadlamo y degrada a la TRH antes de su llegada a la adenoipdfisis (Sanchez y
col.,, 2009). La distribucion en el cerebro de neuronas inmunoreactivas a TRH
(TRHir) se ha estudiado en aves, anfibios y teledsteos. En estos vertebrados, la
expresion de TRH se ha detectado principalmente en neuronas del nucleo predptico
e hipotdlamo; sin embargo, también se ha encontrado la presencia de TRH en
neuronas de otras regiones del cerebro. En peces cartilaginosos se ha estudiado la
distribucion de neuronas TRHir y se ha encontrado un patron semejante al resto de
vertebrados (Teijido y col.,, 2002). En los peces, la estructura quimica y el
mecanismo de accién de la TRH son similares a los descritos en mamiferos y otros
vertebrados (Bentley., 1998).

2.1.2. Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) o Tirotropina.

Esta hormona hipofisiaria es una glicoproteina de aproximadamente 32 kDa y

consta de 2 subunidades: la o y la ; es sintetizada y secretada en la adenohipofisis
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por células especializadas llamadas tirotropos. Cada subunidad es codificada por un
gen diferente, modificada postraduccionalmente y acoplada para formar un
heterodimero. La TSH opera a través de su unién a un receptor especifico (TSHR)
localizado en la membrana plasmatica de los tirocitos. El mecanismo de accion de la
TSH esta mediado por las vias de Gs (adenilatociclasa y produccion de cAMP) y Gq.
A través de este mecanismo estimula la expresion de los genes que regulan la
captura de yodo y la sintesis -hormonogénesis- y liberacién de las TH (para revision
vease: Cohen y col., 2000, Rapoport, 2000).

Con excepcion de los agnatos la TSH esta presente en el resto de los
craneados. En lampreas adultas, la hipofisectomia no altera la funcion tiroidea. En
cuanto a los peces cartilaginosos, particularmente en tiburones, el eje hipofisis-
tiroides parece estar bien establecido. En 1940, Gorbman encontr6 que los extractos
hipofisiarios de teledsteos, anfibios, aves, y mamiferos estimulaban el tejido tiroideo
del pez dorado. Estudios posteriores usando una gran variedad de especies
mostraron que aunque las TSHs presentes en las diferentes especies no eran
idénticas si presentaban los mismos efectos biolégicos. Sin embargo, mientras que
las diferentes preparaciones de TSH son activas en teledsteos, la TSH de estos
peces tiene poca actividad en mamiferos. Al ir ascendiendo en la escala filogenética,
se encuentra que las preparaciones de TSH de un pez pulmonado; asi como de
anfibios, reptiles y aves estimulan claramente la actividad tiroidea de mamiferos y
teledsteos. En los condrictios, la tiroides responde a TSH homologa pero no a las
hormonas de mamiferos y teledsteos (Jackson y Sage., 1973). La TSH de
condrictios estimula la tiroides de mamiferos. En cuanto a los agnatos o ciclostomos,
la TSH mamifera incrementa la actividad tiroidea en Eptatretus stouti, aunque la
actividad de TSH no se ha demostrado en Myxine glutinosa (Kerkof y col., 1973). Lo
anterior sugiere que la TSH ha sufrido cambios en su estructura durante la evolucion
(Bentley, 1998).

2.2 La Glandula Tiroides

Como se esquematiza en la figura 4, la forma de la glandula tiroides en los
vertebrados es muy diversa. Sin embargo, independientemente de esta

heterogeneidad anatdémica, la unidad morfofuncional es comun en todas ellas y esta
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constituida por el foliculo tiroideo. En ciclostomos adultos y muchos teleésteos, la
tiroides se encuentra fragmentada en cumulos de foliculos distribuidos a lo largo de
la region faringea. En algunas especies de teledsteos y algunos tetrapodos, el tejido
conectivo encapsula la tiroides como una glandula con uno o dos Iébulos. Un hecho
interesante en peces es la localizacion de foliculos tiroideos en areas no faringeas,

frecuentemente el rifidn (Leatherland, 1994). La tiroides en peces elasmobranquios
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Figura 4. Distribucion del Tejido Tiroideo y su Organizacion en la
Glandula Tiroides en Diferentes Vertebrados (Capen .C., 2000)

generalmente se encuentra agregada en un solo 6rgano encapsulado cerca de la
mandibula inferior. En anfibios hay dos Iébulos tiroideos redondos. En los reptiles la
forma de la tiroides es variable, las tortugas presentan un disco largo de tejido
tiroideo enfrente del corazén y la lagartija presenta una glandula bilobulada
conectada por un istmo que cruza la traquea.

En los mamiferos la glandula consiste en muchos foliculos encapsulados por tejido
conectivo. En todos los vertebrados, la tiroides se origina a partir de un
conglomerado celular e invaginacion endodérmica localizada en la linea media en el
piso de la faringe primitiva, entre el primer y segundo arco branquial. En el humano

es el primer tejido endocrino glandular que aparece en el desarrollo embrionario. El
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foliculo tiroideo es una estructura esférica que consta de dos partes: un epitelio
simple de células altamente especializadas denominadas tirocitos o células
foliculares y el lumen folicular, un espacio o cavidad sacular extracelular central que
almacena al coloide tiroideo, formado principalmente por la tiroglobulina (para
revision vease: Bentley, 1998, Gorbman y col., 1983; Capen C., 2000).

2.3. Biosintesis de las Hormonas Tiroideas

La glandula tiroides es un 6rgano endocrino especializado y es el Unico que
posee la maquinaria enzimatica y la organizacion anatdbmica para sintetizar y
almacenar hormonas tiroideas. La via metabdlica del yodo que conduce a la
biosintesis de las TH ocurre en tres etapas secuenciales: /. el transporte activo
(captura) del yoduro al interior de los tirocitos; /. la oxidacion del yoduro, y Ji. su
organificacion en residuos tirosilo especificos de la molécula de tiroglobulina. Como
se muestra en la figura 5, en la hormonogénesis propiamente dicha participan al
menos las siguientes siete proteinas: el transportador sodio/yoduro Na/l o NIS por
sus siglas del ingles; sodium/iodine symporter, la Pendrina (PDS); la tiroglobulina
(Tg); diferentes chaperonas moleculares (calnexina, BiP); la tiroperoxidasa (TPO); la
oxidasa tiroidea de NADPH (THOX) y la deshalogenasa tiroidea (tDh), (para revision
vease: Taurog., 2000, Solis-Sainz y Valverde-R., 2006, Moreno et al., 2008).

2.3.1. Estructura Quimica

Las yodotironinas son derivados yodados de dos moléculas del aminoécido
tirosina. Los dos aminoacidos se unen por un puente éter eliminando un residuo de
alanina de una tirosina y uniendo un grupo hidroxilo al anillo fendlico de la otra
tirosina. Como se muestra en la figura 6, la estructura quimica resultante es la
molécula de tironina, en la cual los carbonos del anillo externo o fendlico adicionado
se designan con el simbolo “prima (")". El nacleo de tironina constituye la unidad
estructural basica de las TH. Variando el nimero y posicion de los atomos de yodo
en la molécula, se pueden derivar las estructuras de los miembros de esta familia de

hormonas.
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endotelio

Figura 5. Sintesis, Almacenamiento y Secrecion de Hormonas Tiroideas. La figura
esguematiza una seccioén de foliculo tiroideo (esquina superior derecha) con dos tirocitos en
relacion al capilar sanguineo (region basal) y a la cavidad folicular (region apical). A
Absorcion de yoduro: el halégeno se absorbe en el tracto digestivo y pasa a la circulacion.
B, Captura de yoduro: en el polo basal y mediante el NIS, el yoduro es internado
activamente por los tirocitos. C, Sintesis de tiroglobulina (Tg). D, Translocacion del
yoduro: en el polo apical del tirocito y mediante la accién de la Pendrina o PS el hal6geno
pasa hacia la cavidad folicular. E. Organificacion de yodo y sintesis de TH: este paso
incluye tres etapas estrechamente asociadas: activacion, organificacion y acoplamiento. Las
tres ocurren en la la membrana apical del tirocito y son catalizadas por la TPO en presencia
de H.O,. F, AlImacenamiento:|la Tg yodada que contiene en su molecula MIT, DIT, T4y T3
pasa al coloide, constituyendo asi un reservorio de yodo y TH. G-H, Endocitosis y
Protedlisis de la Tg: en respuesta a la estimulacién por la TSH, el coloide es endocitado,
formando vesiculas que se fusionan con los lisosomas. En los fagolisosomas resultantes las
moléculas de Tg son digeridas, liberando MIT, DIT y TH. I, Deshalogenacién: las
yodotirosinas que no fueron acopladas son desyodadas por la tDh, favoreciendo asi la
reutilizacion del halégeno en un nuevo ciclo de sintesis de TH. J, Secrecién. paso de las TH
a la circulacion a través de la membrana basolateral del tirocito (modificado de Solis-Sainz y
Valverde-R., 2006; Moreno y col., 2008).
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Figura 6. Estructura de las Hormonas Tiroideas. En la parte superior de la figura se
muestra la estructura de los precursores MIT y DIT y el nicleo de tironina. En la parte
inferior la tabla resume la nomenclatura de las diversas yodotironinas de acuerdo a la
posicién de los sustituyentes atomos de yodo (Valverde-R y col., 2004)

2.3.2. Transporte

Practicamente el total de las TH circulantes (99%) se unen de manera
reversible a proteinas del plasma, y sélo una pequefia fraccién circula en forma libre.
Esta unién es importante para su transporte en el torrente sanguineo ya que dada la
naturaleza hidrofébica de T; y T4, €stas no son solubles en la sangre. Las proteinas
de transporte representan un reservorio de hormonas en la circulacion que estan
disponibles para su uso inmediato. Ademas, se ha sugerido que representan un
sistema que amortigua, hasta cierto limite, los cambios en la produccion-secrecion
de TH. Existen tres proteinas principales transportadoras de hormonas tiroideas: la
globulina transportadora de tiroxina (TBG, del inglés thyroxine-binding globuline), la
prealbumina transportadora de tiroxina (TBPA, del inglés thyroxine-binding

prealbumin) y la albumina. A la TBPA también se le conoce con el nombre de
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transtiretina (TTR) y, en términos evolutivos, parece ser la mas antigua de las tres.
En el humano el 75% de las HT se unen a TBG, 15 y 10% se unen a TTR y
albumina, respectivamente. En el fluido cerebroespinal la TTR es la principal
proteina de unién a TH; donde al parecer, juega un papel importante en la
distribucion de T, y T3 en el sistema nervioso central. La TTR se sintetiza en el
higado y plexos coroideos y se secreta a la sangre y el fluido cerebroespinal. Todos
los vertebrados tienen una 0 mas de estas proteinas transportadoras, siendo la TBG
la mas abundante en mamiferos. Por otro lado, la TTR estd mas ampliamente
distribuida entre especies (para revision vease Schreiber, 2002). Es importante
resaltar la total ausencia de la TBG en peces. Algunos mamiferos como la rata y la
vaca no expresan TBG, siendo la TTR la principal proteina de transporte (para

revision vease Robbins., 2000).

2.3.3. Ingreso de las TH a sus Células Blanco

Hasta hace unos cuantos afios, se aceptaba que siendo moléculas lipofilicas,
las TH franqueaban la membrana plasmatica de las células del organismo por
difusion pasiva. Sin embargo, ahora se sabe que estas hormonas entran y salen de
las células mediante la accion de transportadores de membrana especificos y que
éstos son un factor limitante en el metabolismo y actividad de las hormonas
tiroideas. A la fecha, se han identificado varios de estos transportadores
transmembranales incluyendo a algunos miembros de la familia del polipéptido
transportador de aniones organicos independiente de sodio o OATP, del inglés
organic anion transporting polypeptide, y de la familia de los transportadores de
monocarboxilato (MCT8 y MCT10). Tanto OATPC1 como MCT8 y MCT10 son
especificos para transportar TH. OATPC1 se expresa exclusivamente en los vasos
capilares del cerebro y parece ser crucial para transportar a la prohormona T4 a
través de la barrera hematoencefalica. EI MCT8 exhibe mayor afinidad por Tz que
por T4. Se expresa en diferentes tejidos y es particularmente abundantemente en el
higado, el rifion y el cerebro. En el caso del sistema nervioso, se ha postulado que el
papel fisiologico del MCT8 consiste en abastecer a las neuronas con la hormona
activa, la T3, que es producida por los astrocitos circundantes a partir de la
desyodacion (D2) de la T4. Las neuronas expresan D3 que inactiva a la Tz. Se han

asociado algunas enfermedades caracterizadas por dafio neural entre otros
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sintomas, con mutaciones en los genes que codifican a los transportadores de
membrana. Por ejemplo, mutaciones en el gen MCT8 se han asociado con retardo
psicomotor severo ligado al cromosoma X y niveles elevados de T; en el suero (para

revision vease: Jansen y col., 2005; Friesema y col., 2005).

2.3.4. Mecanismo de Acciéon

Una vez que ingresan a las células blanco, las TH se unen a receptores
nucleares, iniciando o reprimiendo la transcripcion de genes y dando como resultado
final cambios en sintesis de proteinas. Los receptores nucleares para hormonas
tiroideas (TRs, del ingles thyroid hormone receptors), tienen mayor afinidad por T3
gue por T4 lo cual apoya la hipotesis de que la conversion de T, a T3 es necesaria
para la accién de las TH (figura 7a). TRa y TR son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares y son codificados por dos genes diferentes localizados en los
cromosomas 17 y 3 del humano respectivamente. Aunque ambos TRs unen TH con
alta afinidad, difieren en sus patrones de expresion durante el desarrollo; asi como
en su distribucién tisular y patrén de splicing (corte de intrones y empalme de exones
o edicion pos-transcripcional) para dar distintas isoformas. El gen TRa puede dar
lugar a tres isoformas en mamiferos: TRa 1 que une Tz y DNA, es un receptor
funcional; mientras que TRa 2 y TRa 3 no unen T3; se piensa que son dominantes
negativos aunque su papel in vivo no es claro (Harvey y Williams., 2002, Chen y

col.,, 1997). El gen TR codifica dos variantes en todos los vertebrados: TRB1 y

TRP2, ambos son receptores funcionales (Moore y Guy., 2005).

Los TRs se unen a secuencias reguladoras de los genes llamadas elementos
responsivos a TH (TREs, del ingles thyroid hormones responsive elements), que se
localizan generalmente en la regién promotora de genes especificos cerca del sitio
de inicio de la transcripcion, pero ocasionalmente se pueden encontrar en otras
regiones del gen. Los TREs son sitios de reconocimiento para la unién de los TR
que resulta en la transcripcion aumentada o disminuida de un gen (para revision
vease: Harvey y Williams., 2002).

Los TRs contienen diversos dominios funcionales (figura 7b): el dominio de union al
DNA o DBD (del ingles DNA binding domain) es un domino central de 70
aminoacidos que pueden formar dos dedos de zinc; el dominio de union al ligando o
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Figura 7. A) Accién Nuclear de las Hormonas Tiroideas. La T, entra a la célula donde es
convertida a T; por las desyodasas. En el nucleo la T interactia con los receptores a TH
(TR). Los TR se unen a secuencias especificas (TRE) en la regién promotora de los genes
diana interactuando con otros receptores nucleares como el receptor retinoide X (RXR). B)
Estructura esquemadtica de las isoformas mas abundantes de los receptores a TH y sus
dominios funcionales. C) Modelo de accion de las TH en genes regulados positivamente. En
ausencia de TH, los co-represores interactian con homo o heterodimeros de los receptores
de TH vy silencian la transcripcién. La desacetilacion de histonas se asocia con el
silenciamiento de la transcripcion. Las TH liberan la interaccién con los co-represores y la
posterior unién de los co-activadores y factores de transcripcién, la expresién de genes se
inicia, un proceso que involucra la remodelacién de la cromatina a través de la acetilacion de
histonas. RXR, receptor retinoide x; TR, receptor para hormona tiroidea; HDAC, histona
desacetilasa; CoR, cormrepresor; CoA, coactivador; CBP, proteina de unién a CREB; HAT,
histona acetiltransferasa.
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LBD (del ingles ligand binding domain) en el extremo carboxilo terminal del receptor,
que también contiene sefiales de localizacion nuclear, dominios de dimerizacion y
funciones de transactivacion; y el CoR Box que interactua con los correpresores. La
regiébn amino terminal de los TRs se refiere como dominio A/B, es una regién que no
esta conservada entre los diferentes TRs y su funcion no es clara pero se ha
implicado en la regulacién de la funcion de los correpresores (para revision vease:
Anderson y col., 2000; Moore y Guy., 2005). Los TR pueden unirse a los TRES como
monomeros, homodimeros o formando heterodimeros, particularmente con el
receptor retinoide (RXR). Aunque hay una considerable heterogeneidad en los
TRES, la secuencia consenso a la cual se unen los receptores es (A/G)GGT(C/A)A.
Esta secuencia puede presentarse como palindrome, como repetido directo
espaciado por cuatro nucleotidos (DR4) o como repetido invertido. Mediante la
disrupcion de los genes TRa y TR, se ha revelado que el TR es importante para el
desarrollo del oido interno, la vision a color y la funcién hepatica. El TRB2 abunda en
la hipdfisis, mientras que el TRa se expresa de manera abundante en el corazén
siendo importante para mantener la funcién cardiaca, el metabolismo energético
basal, ademas de regular la formacion de hueso (para revision vease: Yen., 2001,
Harvey y Williams., 2002).

Un modelo del mecanismo de accion de las TH en genes regulados positivamente
se muestra en la figura 7c. Los TRs sin ligando reprimen la transcripcion al reclutar
correpresores, algunos de los cuales tienen actividad histona desacetilasa y
mantienen la estructura de la cromatina reprimida inhibiendo la transcripcion. La
union de T3 altera la conformacion del receptor para liberar el complejo co-represor y
reclutar un complejo coactivador que incluye acetiltransferasas de histonas. La
modificacion de las histonas representa un mecanismo que controla la estructura de
la cromatina y desencadena eventos transcripcionales. Se sabe que la T3 puede
activar o reprimir la expresion de genes. La regulacién negativa de la transcripcion
dependiente de T3, involucra en parte la union de los TRs con TREs “negativos”. Se
han caracterizado diversos TREs negativos, incluidos aquellos que inhiben la
transcripcion de los genes de las subunidades ay  de la TSH y el gen de la TRH. El
mecanismo molecular responsable de la represion de la transcripcion dependiente
de T3 no es claro, pero puede ser debido a la inactivacion de co-activadores que
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activan la transcripcion génica en ausencia de T3 (para revision vease: Anderson y
col., 2000; Harvey y Williams., 2002).

Ademas de sus efectos gendmicos, las TH tienen efectos extranucleares
principalmente a nivel de la membrana plasmatica, las mitocondrias y el
citoesqueleto. Recientemente se ha mostrado que ademas de la T3, la principal
hormona activa por tener la mayor afinidad a los receptores nucleares, otras
yodotironinas como la T4, rTs y 3,5-T> poseen actividad biologica. Se han descrito
diversos efectos para la T,; por ejemplo, incrementar la actividad de enzimas como
la citocromo oxidasa y la malato deshidrogenasa, y tener efectos sobre desyodasas
y otros genes clasicamente dependientes de TH (para revision: Goglia F., 2005,
Garcia y col, 2004, Garcia. y col., 2007). Por otra parte, la rTz y la T4 regulan la
migracion neuronal en el cerebelo y el crecimiento de neuritas afectando la

polimerizacién de actina mediante un mecanismo no genémico (Farwell., y col 2005)

2.3.5 Efectos fisiolégicos de las TH

Los efectos o acciones fisiolégicas de las hormonas tiroideas en los
vertebrados pueden dividirse en dos grandes grupos, dependiendo si las hormonas
regulan procesos en la vida adulta o durante el desarrollo del organismo. En el caso
particular de los efectos en los peces, se tratara mas adelante. Asi, en mamiferos
adultos, las TH controlan la tasa de metabolismo basal y metabolismo energético,
mientras que en otros vertebrados regulan procesos metabdlicos como el balance de
nitrogeno, degradacion de lipidos, etc. Generalmente las acciones de las TH se
engloban en tres acciones principales (para revision vease: Bianco y col., 2005,
Tata., 2006; ).

A) Acciones Metabdlicas de las TH. En los mamiferos, los efectos de las TH
incluyen una accion termogénica (generacion de calor) y efectos relacionados con el
metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas. Estimulan la oxidacion de glucosa
y aumentan la produccién de calor metabdlico, lo cual se ve reflejado en un
incremento del metabolismo basal como medida del cambio en la velocidad del
consumo de oxigeno. Las TH estimulan la sintesis de diversas proteinas
mitocondriales, especialmente citocromo c, citocromo oxidasa y succinoxidasa. En

general, la actividad tiroidea en mamiferos es mayor durante periodos prolongados
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de estrés por frio que durante periodos calidos. Ademas de incrementar la oxidacion
de glucosa, las TH causan hiperglucemia y pueden estimular la lipdlisis. La
lipogénesis es influenciada por las TH, en particular la enzima malica y otras
enzimas lipogénicas en el higado se relacionan con el estado tiroideo. La
participacion de las TH en el metabolismo de lipidos y la termogénesis se relaciona

con la homeotermia (aves y mamiferos) (Anderson y col., 2000).

B) Crecimiento y Diferenciacion. Las TH son esenciales para el crecimiento
normal y la diferenciacion en mamiferos. La accion de las hormonas tiroideas en el
desarrollo ocurre en todos los vertebrados. Las acciones que promueven el
crecimiento estan relacionadas con el papel de la GH. El desarrollo normal del
sistema nervioso es influenciado por las TH. La neurogénesis y todos los procesos
que involucran la maduracion del SNC son dependientes de las THs maternas o
fetales, y se conocen diversos genes regulados por la Tz como: el de la proteina
basica de la mielina, calbindina, receptores a IP3 y proteina Pcp-2 (Bernal y col.,
2003).

C) Reproduccién. Las TH juegan un papel cooperativo en el desarrollo y
funcién gonadal. Estudios experimentales hacen evidente la influencia de la TH en la
liberacion de gonadotropina mediante un efecto a nivel del hipotdlamo (Norris.,
1997). Las TH son importantes para mantener una funcion reproductiva normal, a
través de efectos directos en los ovarios o indirectos por diversas interacciones con
hormonas sexuales (Poppe y col., 2004). Un efecto directo de las TH en las gonadas
ocurre a través de la modulacion por parte de la T; de las acciones de la FSH
(hormona foliculo estimulante) y la LH (hormona luteinizante) en la biosintesis de
esteroides. Por otro lado, se han identificado sitios de union especificos para T3 en

ovarios de ratén y humano (Cecconi y col., 1999, Poppe y col., 2008)

2.3.6 Metabolismo de las TH

Una vez secretada por la tiroides, la T4 puede seguir diversas rutas
metabolicas. La mas importante es la desyodacion debido al papel que tiene en
regular la biodisponibilidad de la T; intracelular en todos los tejidos del organismo.
Las vias metabdlicas alternas (figura 8) incluyen la: conjugacion (del grupo hidroxilo

fendlico con sulfato o acido glucurdnico); la desaminaciéon oxidativa y
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descarboxilacion de la cadena lateral de alanina para formar acidos yodotiroacéticos,
y la ruptura del enlace éter que provee mecanismos adicionales para regular la
disponibilidad de hormonas activas (para revision: Wu y col.,, 2005; Leonard y
Koehrle, 2000). La sulfatacion juega un papel general en la regulacion del
metabolismo de las TH, la sulfatacion de la T, y Tz acelera su desyodacion (D1)
formando los metabolitos inactivos rT; y T, La glucoronizacion de las TH
generalmente precede a la excrecion biliar de las hormonas. Las TH sulfatadas y
glucoronidadas se pueden hidrolarizar a sus precursores en el tracto gastrointestinal.
De esta manera, se puede decir que los conjugados pueden servir como un
reservorio de yodotironinas. Los derivados de acido acético de Ta, tetrac y triac, son
productos menores en el metabolismo tiroideo normal. La ruptura del enlace éter,
también es una via menor en sujetos normales; sin embargo, puede ser una via
importante durante algunas infecciones. Recientemente se ha propuesto que los
derivados descarboxilados de las tironinas, es decir, la monoyodotironamina (Tiam)
y tironamina (Team) pueden tener importancia bioldgica con acciones selectivas a las
de las TH (Scanlan y col., 2004).

Conjugacion Ruptura del enlace éter Modificacion de la cadena lateral
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Figura 8. Vias Metabdlicas Alternas del Metabolismo de Hormonas Tiroideas. Se
muestra la conjugacion del grupo hidroxilo de la tironina con el grupo sulfato y glucuronato,
para formar conjugados sulfatados y glucoronados. La modificacion de la cadena lateral de
alanina por descarboxilacién y desaminacion oxidativa resultando analogos de acido acético
de las TH Tetrac, acido 3,5,3",5 - tetrayodoacético; tetram, tetrayodotiroamina). La ruptura
del enlace eter que da como resultado la generacion de una molécula de DIT
(diyodotirosina) y la desyodacion que puede ocurrir en ambos anillos de la tironina.
(Modificada de Wu et al., 2005)
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3.DESYODACION

La desyodacion de las TH esta catalizada por las denominadas desyodasas
de yodotironinas (Ds). Estas enzimas son selenoproteinas cuya estructura contiene
un pliegue de tiorredoxina (TRX) (es un motivo estructural que se encuentra en
distintas clases de proteinas (Martin., 1995)) y regulan la bioactividad de las TH
removiendo de manera estéreo-especifica los atomos de yodo del anillo externo
fenilo (ORD outer-ring deiodination), o del anillo interno tirosilo (IRD inner-ring
deiodination), para generar metabolitos activos o inactivos de la hormona. Se han
descrito tres isotipos de Ds: D1, D2 y D3, que difieren en sus propiedades
cataliticas, moleculares y funcionales. Se reconocen dos vias desyodativas (figura
9). La via que produce T3 por la desyodacion del anillo externo de la T,4, se designa
via 5"desyodasa, o desyodacion 5°del anillo externo (ORD). Como genera T3 a partir

de la T4, a esta ruta se le considera la via de activacion.

3,5-T, 3,3'-T; 3',5°-T;

Figura 9. Vias Desyodativas. Se muestran los productos obtenidos por la
monodesyodacion secuencial de la tiroxina. Las flechas con linea continua representan la
via de activacion (via ORD) catalizada por la D1 y la D2 y las flechas con linea discontinua
la via de inactivacion (via IRD) catalizada por laD1 y la D3.
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Por otra parte, si la desyodacion de la T4 ocurre en el anillo interno o tirosilo de la
molécula, se genera rT; y por esta razon la via desyodativa se ha llamado
desyodacion 5 del anillo interno (IRD), o 5 desyodasa. Los metabolitos generados
por la via IRD carecen de actividad calorigénica o tiromimética y por lo tanto a ésta
ruta desyodativa se le considera como la via de bioinactivacion (Bianco et al., 2002;
Gereben y col., 2008). Ademas de regular la bioactividad de las TH recientemente se
ha descrito que las Ds pueden ser un componente de dos vias de regulacion: la via
Sonic Hedgehog (Shh) y la de la cascada TGR-5, un receptor acoplado a proteina G
para acidos biliares. La via Shh determina los patrones de diferenciacion vy
crecimiento celular en diversos procesos incluido el cancer, y en érganos que se
remodelan continuamente como la piel. Se ha sugerido que la via Shh puede
controlar la accion de TH en la epidermis, afectando el balance entre la D2 y la D3.
Esto es muy interesante porque indica que las Ds tienen un papel mas amplio de lo

gue se pensaba (Gereben et al., 2008).

Las Ds son selenoproteinas que contienen al aminoacido selenocisteina (Sec)
en el sitio catalitico. Dicho sitio comprende aproximadamente 15 aminoacidos
alrededor de la Sec, que estan conservados entre los distintos isotipos y constituyen
la firma caracteristica o “signature domain” de las Ds. La Sec es codificada por el
triplete UGA que generalmente es un coddn de paro. Para la traduccion correcta de
este triplete es necesaria la presencia del elemento de insercion para selenocisteina
(SECIS) en el extremo 3" no traducido (UTR) del RNAm (Bianco et al., 2002). El
elemento SECIS es necesario porque, junto con SBP2( SECIS-binding protein2) y
EFSec (elongation factor Sec), media la insercion co-traduccional de la Sec en el
coddén UGA (figura 10). La presencia de Sec en el centro activo de las Ds les
confiere la accion de oxido-reductasas muy activas. Las Ds no se han podido
purificar por técnicas bioquimicas clasicas debido a su baja expresion y naturaleza
de proteinas de membrana; sin embargo, la clonacion de los tres isotipos ha
permitido comprender en gran medida sus caracteristicas moleculares. Las tres Ds
comparten caracteristicas estructurales, como que se encuentran formando
homodimeros, pertenecen a la familia de proteinas que contienen el pliegue TRX y
su estructura es semejante a la de la hidrolasa glicosidica (Callebaut y col., 2003).
Por otro lado, se han generado diversos modelos de animales transgénicos con

perdida o ganancia de funcién desyodativa, lo cual ha permitido generar algunos
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avances en cuanto a la funcion fisiologica y significancia de esta familia de enzimas
(St. Germain y col., 2005, Schneider y col., 2001, 2006,Hernandez y col., 2006)

3.1. Desyodasas. Visién de Conjunto

3.1.1. Estructura

Las tres desyodasas (D1, D2 y D3) son proteinas integrales de membrana
con un peso de 29-33 kDa, que tienen una estructura muy similar y comparten
regiones de alta homologia en el &rea cercana al sitio activo. Utilizando el modelado
de proteinas in silicoy el andlisis de clusters hidrofébicos (HCA), se ha propuesto
que las tres Ds comparten una estructura general de un solo segmento
transmembranal en el extremo N-terminal de 30-40 residuos, y diversos clusters
tipicos de a-hélices y hojasp, que forman parte de la estructura secundaria del
dominio globular de las enzimas. Una caracteristica notable es la presencia de un
pliegue de tiorredoxina (TRX), definido por los motivos Bof y BPa. Un aspecto
estructural Unico de las Ds es la presencia de un elemento que interfiere dentro de
este pliegue de TRX, el cual es similar al de la a-L-iuronidasa (IDUA; 47% idéntica
con D1 y D3, 60% con D2), una enzima lisosomal que rompe residuos de acido
irudonico ligados por enlaces o del extremo no reducido de los glicosaminoglicanos

(para revision: Callebau y col., 2003; Gereben y col., 2007).

El modelo tridimensional (3D) de las Ds predice que el centro activo es una
cavidad o pocket definido por los motivos f1-a1-2 del pliegue de TRX y la insercion
semejante a IDUA. Una de las caracteristicas mas notables del sitio activo de
aproximadamente 15 aminoacidos altamente conservados, es la presencia del
aminoacido Sec, critico para la reaccion de desyodacion en las tres Ds (Gereben y
col., 2008).

Los primeros estudios encaminados a purificar a la D1 y a la D2, mostraron
actividad desyodativa en proteinas con un peso molecular mayor al que se habia
deducido a partir de la secuencia de aminoacidos (Safran y Leonard., 1991), y no
era claro si las bandas de alto peso molecular representaban asociaciones de Ds

con otras proteinas, o se trataba de dimerizacion de las propias Ds. Curcio-Morelli y
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col. en 2003, realizaron estudios para demostrar la existencia de dimeros de D1, D2
y D3, mediante tres aproximaciones independientes en un modelo celular que
expresaba Ds transitoriamente. Las evidencias que apoyan la formacién de dimeros
son: 1) identificacibn mediante analisis por Western blot, de bandas de alto peso
molecular correspondiente al tamafio de un posible dimero enziméatico, 2)
Inmunoprecipitacion de actividad desyodativa (D1 o D2) en células coexpresando
desyodasa inactiva etiqguetada con FLAG (un epitope constituido por la secuencia
DYKDDDDK, de naturaleza hidrofilica que mejora la deteccion y purificacion de
proteinas de fusion recombinantes) y la respectiva enzima activa no etiquetada,
usando anticuerpos anti-FLAG, y 3) inmunoprecipitacion de 75Se-desyodasa (D1,
D2 o D3) en células que coexpresaban Ds etiquetadas con FLAG no marcadas y la
respectiva enzima conteniendo selenocisteina, utilzando anticuerpos anti-FLAG. Por
otro lado, se ha propuesto a una region conservada en el C-terminal de la D1
(aminoacidos 148-163) como el dominio de la dimerizacion y el responsable del
ensamble postraduccional de las Ds (Leonard y col., 2005). La dimerizacion de la D2
es la mejor estudiada. Al parecer son dos los dominios responsables: 1) un dominio
transmembrana, que en el caso de la D2 tiene una tipica hélice que contiene
residuos potencialmente cargados (D,E, R, K, H) que pueden estabilizarse en el
ambiente hidrofébico de la membrana por dimerizacion; y 2) un dominio globular
citosdlico (Vivek Sagar y col., 2007). El hecho de que la dimerizacion sea critica para
la actividad catalitica indica que una conformacion apropiada de cada centro activo
puede lograrse solamente en el estado dimérico. Se han realizado estudios de
dimerizacion para la D1 y la D3, y al igual que la D2 estos isotipos forman
homodimeros a través de superficies de dimerizacion localizados en los dominios

transmembranal y globular (Sagar y col., 2008).

3.1.2. Localizacion Subcelular

La localizacién subcelular de las Ds es una caracteristica importante de estas
enzimas dado que las TH son proveidas de, y eventualmente equilibradas con, el
compartimento plasmatico; mientras que la accion de las TH ocurre dentro del
nacleo celular. Utilizando modelos celulares y la expresion enddgena, se ha
mostrado que la D1 y la D3 se localizan en la membrana plasméatica, mientras que la

D2 es una proteina residente del reticulo endoplasmico (ER). Estudios en sistemas
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libres de células indican que la D1 es una proteina integral de membrana con su
extremo carboxilo terminal incluido el sitio activo inmersos en el citosol (Toyoda y
col.,, 1995, Baqui y col.,, 2000). La D1 se encontré localizada en la membrana
plasmatica basolateral en células renales corticales (Leonard y col., 1991) y células
tiroideas, asi como en células HEK-293 que endogenamente expresan a la D1
marcada (Baqui y col., 2000). La presencia de la D1 en la membrana plasmética
explica hallazgos previos de que la Tz generada en el higado y el rifion via D1, se
equilibra rapidamente con la T; plasméatica, y la escasa contribucién de la T3
generada localmente en la ocupacion de los receptores nucleares en dichos tejidos
(Silva 'y col., 1978).

La D2 esta sujeta a una retencidn estatica en el ER y no alcanza el
compartimento de Golgi durante su tréfico. Asi, la D2 genera T3 en el citosol que
facilmente accede al nucleo, en virtud de la proximidad fisica entre el ER y el
compartimiento nuclear. Esto explica el mayor tiempo de residencia (horas) de la T3
generada por la D2 cuando se compara con la T3 que entra a la célula directamente
del plasma (minutos). Sin embargo, en tejidos como el cerebro parece que hay un
mecanismo mas complejo que regula la entrada de la T al nucleo, debido a que la
D2 se expresa en células gliales y su destino final son las neuronas (Tu y col., 1997,
Guadano-Ferraz y col., 1997). El extremo amino terminal de la D2 se localiza en el
lumen del ER y el extremo carboxilo, incluido el sitio activo, estan orientados hacia el
citosol (Baqui y col., 2000).

Al igual que otras proteinas ancladas a la membrana plasmética, la D3 se
internaliza y llega a ser parte de las vesiculas endosomales. Mediante
inmunofluorescencia, la D3 fue co-localizada con la Na,K-ATPasaa en la membrana
plasmatica e intracelularmente con el marcador endosomal EEA-1 y la clatrina, pero
no con dos proteinas residentes del ER. Estos datos también indican que hay una
constante internalizacion de la D3 que es bloqueada por sacarosa o metil-3-
ciclodextrina. Por otro lado, células expuestas a una base suave, como es la
primaquina, incrementan el pool de D3 que se internaliza; sugiriendo que la enzima
se recicla entre la membrana plasméatica y los endosomas (Baqui y col., 2003).
Aunque mediante inmunocitoquimica se ha propuesto que el dominio globular de la
D3 se localiza en el espacio extracelular (Baqui y col., 2003), se ha sugerido que la
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catdlisis es un evento intracelular. Por otro lado se ha encontrado que la coexpresion
del transportador MCT8 incrementa la desyodacion mediada por D3. Esto sugeriria
gue el sitio activo de la D3 esta en el citosol y refleja que la catalisis por D3 se da en
las vesiculas endosomales con MCT8 necesario para que Tz entre a las vesiculas
(Gereben y col., 2008).

3.1.3. Sintesis de Selenoproteinas

Las Ds contienen selenocisteina en su sitio activo y forman parte de la familia
de las selenoproteinas, en la cual se reconocen actualmente hasta 25 miembros. El
triplete UGA codifica para la insercién de la Sec durante la traduccion; sin embargo
normalmente, este coddn es leido como una sefial de terminacion en la sintesis de
proteinas. De tal forma que son necesarios componentes adicionales para que UGA
incorpore Sec. La estructura del RNAmM de las selenoproteinas presenta algunas
caracteristicas Unicas necesarias para su traduccion: un codon UGA dentro del
marco de lectura abierto y, a una distancia variable del codén de Sec, una estructura
de tallo y asa denominada secuencia de insercion para selenocisteina (SECIS)
localizada en la region 3" no traducida (3'UTR) (figura 10). En los RNAmM de
selenoproteinas eucariontes, la localizacion del elemento SECIS es variable, desde
pocos hasta cientos de nucledtidos rio abajo del codon UGA y el marco abierto de
lectura (ORF) es terminado por el codén de paro UAA o UAG (Hofman y Berry.,
2005). Algunas selenoproteinas no cumplen con esta regla, entre estas se encuentra
la D2 de mamiferos en la cual un segundo coddén UGA se localiza a una distancia de
siete codones del triplete de paro (UAA). Este segundo UGA es capaz de dirigir la
incorporacion de una segunda Sec, pero este residuo o el restante extremo c-
terminal de siete aminoacidos no son criticos para la actividad desyodativa
(Salvatore y col., 1999).

Para la insercion de la Sec, durante la traduccion, el elemento SECIS se une
a la proteina SBP-2 (del ingles “SECIS binding proteina-2"). SBP-2 interactta con el
factor de elongacion EFsec, promoviendo la insersion de Sec a partir de un RNA de
transferencia especifico (Sec-tRNAS®) por el ribosoma en el codén UGA (figura 11).
En los dltimos cinco afios, el modelo sobre la traduccion de las selenoproteinas

eucariontes incluidas las Ds ha avanzado significativamente por numerosos estudios
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Figura 10. Estructura General del RNAm de Selenoproteinas. El codén UGA codifica
para la insercion de Sec en un proceso dirigido en parte por el elemento SECIS localizado
en la regién 3" no traducida (UTR). La distancia entre el codén UGA, el codén de paroy el la
estructura SECIS varia para los distintos RNAm de selenoproteinas (Modificado de Hoffman
y Berry., 2005).

moleculares. Entre dichos avances se incluye la identificacion de diversos
componentes necesarios para la sintesis de Sec-tRNA®*° y la identificacion de otros
factores proteicos cuya funcién se menciona mas adelante. La Sec se sintetiza
universalmente con su propio tRNA usando serina como intermediario. Como

[Ser]Sec

consecuencia el tRNA se puede designar Sec-tRNA . Para generar el Sec-

tRNAS®® intervienen varias proteinas: una cinasa denominada PSTK (del ingles

Sec

phosphoseryl-tRNA?T° kinase) fosforila al sery-tRNA®®® para formar O-fosfoseril-
tRNA®®® . Subsecuentemente la proteina SLA (soluble liver antigen) desfosforila al O-
fosfoseril tRNAS®¢ de una manera dependiente de fosfato de piridoxal. Después de
la desfosforilacion, la forma de selenio activado generado por SPS2
(selenophosphate synthetase) puede ser usado para formar Sec en eucariotes
(Gereben y col., 2008).

Recientemente se ha identificado la proteina ribosoal L30 como un factor
adicional que se une al elemento SECIS y potencia la incorporacion de Sec
(Chavatte y col., 2005). Entra las nuevas contribuciones al modelo de sintesis de las
selenoproteinas se encuentran algunas interacciones intermoleculares. SBP-2
contiene secuencias de localizacion nuclear y al parecer transita entre el citoplasma

y el nucleo con EFsec. Ademéas SBP-2 se asocia con el ribosoma, pero es incapaz
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Figura 11. Sintesis de Selenoproteinas. El elemento SECIS se une a SBP-2 (proteina de
unién a SECIS-2), el cual interactua con el factor EFsec (factor de elongaciéon especifico de
Sec). EFsec se une al Sec-tRNA®*° y promueve la incorporacién de Sec en la elongacion de
proteinas. L30 es una proteina que se une SECIS, que puede desplazar a SBP-2 y anclar el
complejo SECIS al ribosoma. El papel de SECp43 aun no esta bien definido; sin embrago,
se ha mostrado que interactua directamente con, o facilita la interacciéon entre, muchos
componentes necesarios para la sintesis de selenoproteinas. En la parte inferior de la figura
se ilustra una parte recién definida de la sintesis de selenoproteinas en mamiferos.
Inicialmente, el tRNAS®® es misacilado con serina, el cual es luego fosforilado por PSTK
(fosfoseril-[Ser]Sec tRNA cinasa). SLA (antigeno soluble de higado) desfosforila la serina, la
cual puede aceptar el selenio activado generado por la SPS-2 (selenofosfato sintetasa-2).
(Gereben y col., 2008).

de interactuar con el ribosoma y elemento SECIS simultdneamente, esto apoya el
modelo donde SBP-2 unido al SECIS es desplazado por L30 (Kinzy y col., 2005). La
proteina SECp43 (43 kDa Sec-tRNAS® interacting protein) coordina diversos pasos
en la sintesis de selenoproteinas (Small-Howard y col.,, 2006), promueve
interacciones entre SBP-2 y EFsec e incrementa los niveles de incorporacién de Sec

y los niveles de RNAm de selenoproteinas (Xu y col., 2005).
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3.1.4 Biogquimica de la desyodacion

La desyodaciéon enzimatica de las yodotironinas es un proceso reductivo. Las
tres Ds catalizan la desyodacion de yodotironinas sélo en la presencia de
compuestos que contienen un grupo tiol, como el ditiotreitol (DTT). Sin embargo, a la
fecha no se ha identificado el cofactor natural para cada una de las Ds, aunque se
ha demostrado estimulacién de la actividad D1 con los sistemas glutarredoxina,
tioredoxina y dihidrolipoamina (Goswami y Rosenberg., 1983,1988, Sawada y col.,
1985). Al parecer, independientemente de que las Ds se localicen en la membrana
plasmatica o el reticulo endoplasmico, su sitio activo se orienta hacia el citosol. Este
altimo es el unico compartimento celular con un ambiente reductivo (esencial para la
desyodacion) que contiene altas concentraciones de glutation reducido (GSH), el tiol
intracelular no proteinico mas abundante, lo cual sugiere al GSH como el posible

cofactor fisiolégico (Kuiper y col., 2005).

En virtud del alto grado de homologia entre las Ds, parece légico asumir que
desyodan a sus sustratos por un mecanismo bioquimico similar. Sin embargo, el
mecanismo catalitico difiere entre ellas (tabla 1). La D1 muestra una cinética
enzimatica de tipo ping-pong, caracterizada por la presencia de lineas paralelas en
la grafica de Lineweaver-Burk (velocidad de desyodacion contra concentracion de
sustrato a diversas concentraciones fijas de cofactor). Esto sugiere una reaccion del
sustrato o el cofactor con diferentes formas enzimaticas: la enzima nativa y un
intermediario enzimético generado durante el ciclo catalitico. En contraste la D2 y la
D3 muestran una cinética de reaccion tipo secuencial, caracterizada por lineas
convergentes en la grafica de Lineweaver-Burk al variar concentraciones de DTT.
Esto sugiere la formacién de un complejo ternario enzima-sustrato-cofactor. Una de
las diferencias mejor conocidas entre las tres Ds es la potente inhibicion de la D1 por
PTU en contraste a la escasa 0 nula sensibilidad de la D2 y la D3 a la inhibicion por
dicho agente. La importancia del residuo de Sec en la desyodacion se ha hecho
evidente mediante estudios de mutagénesis dirigida. EI reemplazo de la Sec por Cys
disminuye la actividad enzimética y si se sustituye Sec por Ser o Ala, la enzima es

completamente inactivada (Kuiper y col., 2005).
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Tabla 1. Caracteristicas de las desyodasas de yodotironinas (Modificada de Leonard y
Visser., 1986, Kuiper y col., 2005).

D1 D2 D3
Desyodacién ORD + IRD ORD IRD
Sustrato preferencial Mg> T4 T T, >1T3 T3>Ty
Sulfatacion de sustratos Estimulacion Inhibicion Inhibicion
Km sustrato (preferencial) uM nM nM
K cofactor (DTT, mM) 5 25 100
Mecanismo cinético Ping-pong Secuencial Secuencial
Inhibidores (ICso, uM)
Propiltiouracilo (PTU) 10 >1000 >1000
Yodoacetato (IAc) 1 >1000 >1000
Tioglucosa aurica (GTG) 0.02 1 1

3.2 Desyodasa tipo 1

La desyodasa tipo 1 fue la primera de las Ds en ser estudiada. Hasta hace
poco tiempo se consideraba que la funcién de la D1 era producir T3 extratiroidea
para exportacion a la circulacion. Sin embargo, este concepto ha cambiado en los
ultimos afios. Diversos estudios en humanos han demostrado que la D2 es la
principal fuente de T3 circulante (Maia y col., 2005) y solo en pacientes hipertiroideos
la D1 juega un papel importante en la depuracion de Ta. En roedores, la D1 parece
jugar un papel mas importante, y los estudios con ratones knockout sugirieren que la
D1 puede actuar balanceando las consecuencias de una funcion tiroidea alterada,
como son la tirotoxicosis, la deficiencia de yodo y en la depuracion de rTs (Schneider
y col., 2006).

El patrén de expresion de la D1 varia entre especies. La enzima es particularmente
abundante en el higado y rifidn de los vertebrados. En los mamiferos, también se
expresa en la glandula tiroides, hipdfisis, glandula mamaria lactante y el intestino
(Bianco y col., 2002). Se ha observado menor actividad en el musculo esquelético, el
corazoén, el intestino, el bazo, el pulmén, la glandula mamaria, la grasa blanca, los
linfocitos, la placenta y la glandula salival (Leonard y Koehrle., 2000). Notablemente,
la D1 se expresa en el sistema nervioso central de la rata, pero no en humano. En el
caso de otros vertebrados como los peces, la expresion de la D1 es baja (Orozco y

col., 1997, 2000), se ha encontrado en el pancreas de reptiles y el intestino de aves
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y mamiferos. Se pensaba que en anfibios la D1 estaba ausente, sin embargo,
recientemente se identificd la expresion de la D1 durante la embriogénesis de

Xenopus (Morvan y col., 2006).

3.2.1. Caracteristicas Cinéticas/Bioquimicas

La actividad ORD de la D1 se report6 en los afios 70 como una conversion de
T, a T3 sensible al PTU (6-n-propyl-2-thiouracil) dependiente de cofactores
conteniendo un grupo tiol (Oppenheimery col., 1972, Visser y col., 1975). La D1 es
capaz de desyodar el anillo interno y externo de las HT, es decir posee actividad IRD
y ORD, puede metabolizar T4 a T3 0 rT3 y generar 3,3" T, a partir de Tz o0 rTs. En
base al valor de la relacidén V,,./Ky,, como medida de la eficiencia de la reaccion, la
I'T5 es el sustrato preferencial de la D1, con excepcion de la enzima de gato y perro
(Kuiper et al., 2003, Toyoda et al., 1994). En comparacion a la desyodacion de la rTs,
la eficiencia de la desyodacion de la T, es 700 veces menor en el higado (Visser y
col., 1979) y 27 veces menor en el rifion (Leonard y Roseberg, 1980). Se desconoce
cual es la causa de esta preferencia hepatica y renal de la rata. La constante de
Michaelis Menten (K para los sustratos de la D1 se encuentra en el rango
micromolar. En el higado de rata y humano los valores reportados de K,, son de 2-4
uM para la T4 y desde 0.06 — 0.35 uM para la rT3 (Visser y col., 1979, 1988). Estos
estudios han mostrado que el sustrato preferencial de la actividad de la D1 es: rT3 >
T,>3,5-T, > 3,3-T,, con K,, aparente en el rango uM. La via IRD para T,y T3 se
facilita por sulfatacion de dichos sustratos. La sulfatacion del grupo hidroxilo fendlico
bloquea la via ORD y favorece la via IRD de T, dando como resultado una
inactivacion de TH por parte de la D1 (Visser, 1994). La actividad D1 presenta una
cinética ping-pong; este mecanismo es caracteristico de enzimas que existen en dos
formas interconvertibles y cada forma muestra diferente afinidad por cada uno de los
sustratos. En la figura 12 se muestra el mecanismo de reaccioén propuesto para la
D1. Se sabe que sustratos analogos inhiben de manera competitiva la actividad D1.
El yodoacetato (IAc) y sales de oro como la tioglucosa aurica (ATG), ambos agentes
bloqueadores de grupos sulfhidrilo, son inhibidores de la D1. Farmacos como el PTU
inhiben la actividad D1 mediante la unién covalente de su grupo sulfhidrilo con la
enzima. La inhibicién por PTU es acompetitiva con el sustrato y competitiva con el
cofactor (DTT), lo cual sugiere que el PTU y el DTT reaccionan con el mismo
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intermediario enzimatico generado durante la desyodacién de D1, probablemente el
grupo selenil-yoduro (Figura 12). Aunque la D1 es sensible al PTU, en algunos
peces como el fundulus (Orozco y col., 2003) y la tilapia (Sanders y col., 1997) la
enzima es menos sensible y en el caso de Xenopus no es inhibida por PTU (Kuiper y
col., 2006). Esto se ha relacionado con la serina localizada en la posicion 128 en
todas las variantes de D1 sensibles a PTU y la prolina en las enzimas insensibles al
PTU (D1 de peces), la D2 y la D3. Sin embargo, la mutagénesis sitio-dirigida en esta
posicibn ha mostrado que este cambio de aminoacido no puede por si misma
explicar la insensibilidad de la D1 de peces al PTU (Sanders y col., 1997, Orozco y
col., 2003). Al parecer otros aminoacidos, que no forman parte del sitio activo, son
claves para la actividad D1, la substitucion de His-158 en la D1 de rata provoco una
inactivacion total de la enzima, sugiriendo que este residuo es clave para la catalisis
o la conformacién enzimética (Berry., 1992). Otro aminodacido importante es Phe-65,
el cual estd conservado en varias de las D1 descritas, entre las excepciones se
tienen a la D1 de perro que presenta Leu-65 y tiene una K, para rT; 30 veces mayor
qgue el humano y la rata (Toyoda y col., 1994, 1997) y la D1 de fundulus que contiene
Tyr-65 y tiene una Kn para rTsz 5 veces mas baja que la enzima de rata (Orozco y
col., 2003).

T4 Ta
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Figura 12. Mecanismo catalitico propuesto para la D1 y su inhibicion por PTU, IAC y
GTG. La generacion de un intermediario selenilyoduro (Sel) implica que la desyodacion
represente una sustitucion electrofilica de yodo por hidrégeno. De esta manera el yodo deja
el sustrato como un ion yodinio (I*), lo cual es asistido por el anién selenoato (Se), bajo la
formacion del intermediario enzimatico Sel (Kuiper y col., 2005).

37



La D1 tiene un PM de ~27 kDa y contiene Sec en su sitio activo, dentro de un
centro o core catalitico de aproximadamente 15 aminoacidos. Las modificaciones en
este centro catalitico han revelado importantes caracteristicas de las tres
desyodasas. En el caso de la D1, la modificacion Serl28Pro, hace a la enzima
resistente a PTU y cambia la cinética por secuencial (Callebaut y col., 2003). La
mutante Pro135Ser de la D2 tiene un incremento de dos 6rdenes de magnitud en la
Km para T4 hasta 250 nM que es 10 veces menor que el que presenta la D1 para Ta.
Ademas comparado con la cinética secuencial de la D2 silvestre, esta mutante tiene
una cinética ping-pong y se vuelve sensible a la inhibicion por PTU, como la D1. En
la D3, la substitucion de serina por prolina en la posicion equivalente, hace la
cinética de la enzima similar a la D1; es decir, la Km (T3) aumenta 5 veces y la
enzima se hace sensible a la inhibicion por PTU (Callebaut y col., 2003).

3.2.2. Caracteristicas Moleculares

Se conoce la estructura del gen de la D1 en el raton (Maia y col., 1995) y el
humano (Toyoda y col., 1994). El gen diol humano se localiza en el cromosoma
1p32-33, es de 17.5 kb, con tres intrones de 10.1, 1.3 y 3.9 kb y 4 exdnes. El codon
UGA para Sec se localiza en el exon 2 y el codén UGA de paro y el elemento SECIS
en el exén 4 (Jakobs y col., 1997). En la region 5" el gen presenta 2 elementos
responsivos a hormonas tiroideas (TRES) responsables de su regulacion
transcripcional. El gen diol esta bajo el control de un promotor rico en GC al que se
une el factor SP1, no presenta la caja TATA o la caja CAAT. El TRE-2 es un repetido
directo DR+4 separado 4 pb de los sitios de unién a RXR-T3-TR, lo cual hace a la
D1 responsiva a T3 y al &cido retinoico. Por otro lado, el TRE-1 es un elemento cis-
actuante inusual en el cual dos sitios octaméricos de unién a TR estan separados

por 10 pb; a este tipo de TRE se une TR pero no RXR (Zhang y col., 1998).

El RNAm (2 kb) de la D1 fue el primero de las 3 desyodasas en ser clonado
(Berry y col., 1991). A la fecha se han clonado los de Fundulus, tilapia, Xenopus,
pollo, perro, raton, ardilla, rata y humano presentando una identidad del 74% a nivel
de nucledtidos. El tamafio promedio de estos RNAm es de 2 a 2.1 kb (Berry y col.,
1991, Maia y col., 1995, Mandel y col., 1992, Sanders y col., 1997, Toyoda y col.,
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1994, van der Geyten., 1997), siendo el de Fundulus el de menor tamafo (1.3 kb)
(Orozco y col., 2003). Recientemente se han reportado las secuencias para cerdo
(Wassen y col., 2004), pez cebra (Walpita y col., 2007), la secuencia parcial de los
teledsteos, Gabiocypris rarus (Li y col., 2009), Gillichthys seta'y Gillichthys mirabilis
(Bucciarelli y col., 2009). La D1 de rata es codificada por al menos dos transcritos
gue varian en la longitud del 3’"UTR; sin embargo no es claro su papel (Aceves y
col., 1999a, 1999b). La secuencia de nucleotidos en el RNAm del elemento SECIS,
tiene una identidad del 51% vy la estructura secundaria predicha es de forma 1,
excepto el de Fundulus, que presenta una forma 2. En la regién 3’'UTR de la D1 de
humano se han identificado dos SNPs (single nucleotide polymorphisms). D1a-C/T
en posicién 785y D1b-A/G en posicién 1814. EIl RNAmM maduro es de 2.2 kb con una
secuencia codificante de 750 pb. Estos polimorfismos se han asociado con algunos

efectos en la expresion y actividad de la D1 (Peeters y col., 2003).

3.2.3 Regulacién

La sintesis y actividad de la D1 varia dependiendo de las demandas
fisiologicas asi como del érgano, la especie y el ambiente hormonal del individuo
(Valverde-R y col., 2004). El gen diol es estimulado por T; debido a la presencia de
dos TREs en su promotor. El hipertiroidismo incrementa la actividad y transcripcion
de la D1, mientras que el hipotiroidismo tiene el efecto opuesto. En la regulacién de
diol participan otras vias de sefializacion. Por ejemplo, en la rata, el AMPc estimula
la transcripcion del gen de manera sensible a Tz, pero el mecanismo de esta
estimulacién no se ha resuelto. Aunque los datos aun no son muy claros, se sabe
qgue la D1 también se regula por glucocorticoides. Estudios in vitro en hepatocitos de
rata han mostrado que los glucocorticoides inducen la expresion del RNAm vy la
actividad D1 (Davies y col., 1996); por otro lado, en fetos de ovejas tratadas con
dexametasona la actividad D1 hepatica aumenta (Forhead y col., 2007). Sin
embargo, en embriones de pollo, el tratamiento con dexametasona, no alterd la
actividad D1 hepatica o el nivel del RNAm (Van der Geyten y col., 2001). Varias
citocinas exhiben un efecto inhibitorio en la expresion de la D1 en células hepaticas
y tiroideas (Gereben y col., 2007). Sin embargo, en células pituitarias al parecer

tienen un efecto opuesto y estimulan a la enzima (Baur y col.,2000).
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3.3 Desyodasa tipo 2

Las células que contienen D2, producen locamente T; que accesa mas rapido
a los receptores nucleares, que la Tz proveniente del plasma. La D2 juega un papel
crucial al regular los niveles de T; intracelular, lo cual es especialmente significativo
en el cerebro, donde la produccion de T3 mediada por D2 es responsable de la
produccion de mas del 50% de la T3 nuclear en la corteza de la rata (Crantz y col,
1982). Por otro lado, en humanos eutiroideos la T3 generada por la D2 es la mayor
fuente de T3 plasmética (Maia y col., 2005). La generacién de un ratén knockout para
el gene dio2 (Schneider y col, 2001) abrié el camino para realizar estudios sobre el
papel fisiolégico de la enzima. El ratdbn exhibe un fenotipo con capacidad
reproductiva inalterada, el crecimiento se retrasa ligeramente en ratones machos
entre 4 y 7 semanas observandose diferencias en el peso corporal respecto al raton
normal (9%), pero el retraso es transitorio. Tambien presenta un retardo en el
desarrollo posnatal de la coclea, resultando una funcién auditiva alterada en el
adulto. El dafio auditivo puede disminuir tratando a las crias con Ts. El modelo tiene
elevados niveles circulantes de T4 y TSH vy resistencia hipofisiaria a T4. Asi se
mostré la relevancia de la D2 en la regulacion por retroalimentacion de la secrecion
de TSH, el contenido de T; en el cerebro (Galton y col., 2007) y la termogénesis

adaptativa (de Jesus y col., 2001).

La actividad D2 estd ampliamente distribuida en los tejidos de los vertebrados.
En mamiferos, la enzima se expresa en la hipofisis, cerebro y tejido adiposo pardo,
gonadas, glandula pineal, timo y glandula mamaria (Bates y col., 1999, Song y col.,
2000, Galton y col., 2001, Bianco y col., 2002). La expresion de la D2 tiene
caracteristicas especie-especificas. A diferencia de la rata, la D2 es la Unica enzima
de la via ORD en el SNC humano y su RNAm se expresa en el corazén y el musculo
esquelético (Campos-Barros y col., 1996). La expresion de D2 en tiroides es mas
abundante en el humano que en la rata (Gereben y col., 2001). Por otro lado, resulta
muy interesante que la D2 no se expresa en el higado de humano o rata (Salvatore y
col., 1996), pero esta presente en el higado de pollo (Gereben y col.,1999) y peces
teleosteos (Valverde y col., 1997). Una diferencia funcional entre la D1 y la D2, es
que la D2 exhibe un ritmo circadiano, lo cual se ha reportado en diversas estructuras

neuroenddcrinas (Kamiya y col., 1999, Lunay col., 1995, Valverde y col., 2004).
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3.3.1 Caracteristicas cinéticas/bioquimicas

Originalmente, la existencia de la D2 fue sugerida por la presencia de
actividad T4 ORD insensible al PTU en la hipdfisis de la rata. La enzima cataliza el
primer paso en la accion de las TH al convertir T, a T3 también cataliza la
conversion de Tz a 3,5-T, y T3 a 3,3"-T,. Bajo condiciones in vitro similares, la K,
para T4 esta en el intervalo nanomolar, casi 1000 veces menor que el de la D1
(Visser y col., 1982); la rT; también es un buen sustrato pero menos favorecido que
T, La enzima requiere un cofactor enddégeno reducido y aunque la identidad de
dicho cofactor in vivo es desconocida, el DTT funciona eficientemente in vitro. La D2
es mucho menos sensible a la inhibicion por ATG y IAc que la D1. En relacion al
mecanismo catalitico, hay diferencia entre la D1 y la D2. Mientras que la via ORD
para la T, por parte de la D1 muestra una cinética bisustrato ping-pong, la D2 exhibe
una cinética de reaccién secuencial, sugiriendo que la T4 y el cofactor que contiene
un grupo tiol deben interactuar con la enzima simultaneamente antes de que la
reaccion tenga lugar (Visser y col., 1982, Goswami y Rosenberg., 1986). La D2 es
una proteina de 31 kDa con un residuo de Sec altamente conservado en el sitio
activo. La substitucibn de cisteina por Sec, incrementa la K, para T,
aproximadamente tres ordenes de magnitud e incrementa la traduccién de la enzima

hasta 100 veces (Buettner y col., 2000).

3.3.2 Caracteristicas moleculares

La estructura del gen de la D2 se ha elucidado en humano (Celi y col., 1998),
ratén (Davey y col, 1999) y Fundulus (Orozco y col., 2002). En el humano, el dio2 de
copia Unica contiene multiples sitios de inicio de la transcripcion y se localiza en el
brazo largo del cromosoma 14 en la posicion 14g24.3. En todos los casos el gen
esta constituido por dos exones separados por un intrén. El segundo exdn contiene
el codon TGA que codifica para Sec, el elemento SECIS y la sefial de
poliadenilacion. Hay algunas diferencias en la region 5°del gen que pueden ser de
relevancia filogenética. Por ejemplo, en dio2 humano se encuentran las cajas TATA
o CCAAT, las cuales no estan presentes en el gen homologo de Fundulus. Ademas,
los genes de humano, rata y raton contienen un elemento responsivo a cCAMP (CRE)

localizado 70 pb rio arriba de la caja TATA, mientras que el gen de Fundulus no
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contiene secuencia CRE. Solamente el dio2 humano es estimulado por el factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF-1) (Gereben y col., 2001); se han descrito sitios de
unién a otros factores como Nkx-2.5, Ap-1 y NF-kB (Dentice y col., 2003, Zeold y
col., 2003). Todas estas observaciones pudieran explicar la expresion diferencial del

dio2 en las diferentes especies de vertebrados (Valverde y col., 2004).

A la fecha se conoce la secuencia de cDNA que codifican para la D2 en
diferentes especies: humano (Buettner y col., 1998), rata (Gereben y col., 2001),
raton (Davey y col., 1999), pollo (Gereben y col., 1999), rana (Davey y col., 1995),
trucha (Sambroni y col.,, 2001), Fundulus (Orozco y col., 2002), pez pulmonado
(Sutija y col., 2003), cerdo (Wassen y col., 2004), vaca (Connor y col., 2005), Fugu
rubripes (NCBI referencia NM_001136145.1). Se han reportado secuencias parciales
para la D2 en el pez cebra (Walpita y col., 2007), en el pez de agua dulce
Gobiocypris rarus (Li y col., 2009); asi como secuencias putativas para D2 en Solea
senegalensis (GenBank: AM902723.1). El RNAm de la D2 es de los mas grandes
descritos en vertebrados, con 7.5 kb en humano y rata, 8 kb en raton, 6 kb en pollo,
el méas pequenfo descrito es el de Fundulus con 4.7 kb. Entre las Ds, los RNAmM de la
D2 son los mas conservados con un 77% de identidad en la secuencia de
nucledtidos del marco de lectura abierto (ORF de ingles “open reading frame”). La
estructura de los RNAm de la D2 comprende un ORF de 1 kb, una regiéon 5'no
traducida entre 600-700 pb y una regiéon 3'no traducida (-3'UTR) muy larga de
aproximadamente 5 kb, donde se localiza el elemento SECIS a una distancia de
aproximadamente 250 pb antes de la sefial de poliadenilacion. En todos los casos la
estructura secundaria predicha para el elemento SECIS es de forma 2. Al parecer la
larga y estructurada regiéon 5° UTR de la D2, que contiene diversos ORF cortos,
disminuye la eficiencia de su traduccion (Gereben y col. 2002). Por otro lado, el
RNAmM de la D2 tiene una vida media corta (hr) y probablemente la region 3’'UTR
contribuye a esto, a través de los numerosos repetidos AUUUA que lo hacen
inestable (Gerebeny col, 2002).

El RNAmM de la D2 esta sujeto a splicing alternativo, lo cual puede afectar la
region 5°UTR o la regidn codificante en la tiroides humana. En diversas lineas y
tejidos celulares como cerebro humano, pulmoén, rifién, corazon y traquea, se ha

reportado splicing limitado en la region codificante en los que se presenta una
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insercion de 108 o 242 pb de fragmentos gendmicos del intron de la D2 (Bartha y
col., 2000, Gereben y col., 2002, Ohba y col, 2001). En el higado y cerebro de pollo
se ha identificado una variante que presenta una delecién de 77 pb en la region
codificante (Gereben y col., 2002). En la coclea del raton se encontr6 una variante
con la region codificante truncada seguido por la region 3" UTR (Campos-Barros y
col.,, 2000). Las variantes que presentan splicing en la region codificante no
expresan una enzima activa y su papel en la regulacion de la D2 aun es
desconocida. Se han descrito numerosos polimorfismos para el gen de la enzima y

algunos se han asociado con diversos cuadros clinicos (Gereben y col., 2007).

3.3.3 Regulacion

El homodimero de la D2 es una oxidorreductasa muy activa, que esta bajo un
complejo control transcripcional y postranscripcional. Al igual que la D1, diversos
factores neuroendocrinos y otras condiciones fisiolégicas pueden influir sobre la
actividad y expresion de la D2. Al parecer el principal factor que controla la actividad
D2 a nivel pre- y postranscripcional es el estado tiroideo. El hipertiroidismo suprime
la actividad y expresion del RNAm de la D2, mientras que el hipotiroidismo los
incrementa (St. Germain., 1988, Burmeister y col., 1997). El efecto de la T3 en el
promotor del gen dio2 es transcripcional. EI mecanismo molecular que explique esta
regulacion pretranscripcional de la D2 por sustrato no se conoce aun. En este
contexto la presencia de un TRE negativo en el gen se ha inferido, aunque no se ha

identificado (Bianco y col., 2002).

Diversos factores son capaces de modular in vitro y/o in vivo la velocidad de
transcripcion del dio2 (Gereben y Salvatore., 2005). Se ha sugerido que el gen se
regula a través de una via mediada por cCAMP, lo cual es apoyado por la presencia
de un CRE en la region 5° (Bartha y col., 2000). Los glucocorticoides afectan la
expresion de la D2 a nivel transcripcional. Asi, en células tumorales hipofisiarias, la
dexametasona aumenta el RNAm (Kim y col., 1998); y en astrocitos de rata el
cortisol aumenta la actividad D2 (Courtin y col., 1989). En contraste, en células de
neuroblastoma de ratdon la dexametasona disminuye la actividad (St. Germain,
1986), sugiriendo que el efecto de los glucocorticoides en la expresion de la D2 es

célula-especifico. El factor de transcripcion tiroideo, TTF-1 induce la transcripcion del
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gen, a través de dos sitios de unidn al DNA que estan presentes en el dio2 humano
pero no en la rata (Gereben y col., 2001). Se ha observado regulacién de la
expresion D2 mediada por proteina cinasa-c, que es especifica del tipo celular,
debido a que el ester de forbol disminuye el RNAmM de la D2 en células tiroideas
humanas en cultivo, pero lo aumenta en células gliales (Imai y col., 2001). Por otro
lado, en la rata, la administracion sistémica de lipopolisacaridos bacterianos, induce
el RNAm y expresion de la D2 en el hipotdlamo (Boelen y col., 2004). En el humano,
la expresion cardiaca del gen dio2 al parecer esta controlada por dos factores de
trascripcion: Nkx-2.5 y GATA-4 (Dentice y col., 2003).

El mecanismo postranscripcional por el que las hormonas tiroideas regulan a
la D2 se ha elucidado parcialmente. La vida media de la proteina D2 es corta (~40
min) y se desestabiliza pos sustrato, disminuyendo ain mas en células expuestas a
T4, T3y T3 (St.Germain, 1988). Se ha sugerido que la interaccion enzima-sustrato
induce proteolisis del complejo y que el proceso es mediado por ubiquitina
(Steinsapir y col., 1998, Gereben y col., 2000). Recientemente se ha mostrado que
en células que expresan a la D2, el dimero se asocia con diversas proteinas como
WSB-1 (proteina inducible Sinic hedgehog (Ssh)), UBC-7 (ubiquitin conjugasa) y
USP-33 (desubiquitinasa), y que la ubiquitinacién mediada por sustrato desestabiliza
al dimero, funcionando como un “switch” que regula la actividad enzimatica (Vivek
Sagar y col., 2007).

3.4 Desyodasa tipo 3

La D3 es la principal enzima que inactiva a las TH, convirtiendo ala Tsy a la
T; en sus derivados sin actividad biolégica, rT; y 3,3-T,, respectivamente. El
principal papel fisiologico de la D3 es contribuir a la homeostasis de TH protegiendo
a los tejidos de la exposicibn a un exceso de TH activa. Lo cual es importante
particularmente durante el desarrollo temprano, un periodo en el que la D3 se
expresa predominantemente y su actividad es mucho mayor que en tejidos adultos.
Empleando modelos animales fetales y neonatales, asi como en la metamorfosis de
los anfibios, se ha mostrado que la expresion de la D3 se regula de manera tejido
especifica. Los patrones de expresion, sugieren que la D3 juega un papel muy

importante durante el desarrollo, al prevenir a los tejidos fetales de una exposicion
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prematura de niveles inadecuados de T3. Ademas, en mamiferos gestantes el Gtero
y la placenta expresan altos niveles de D3, lo cual limita la transferencia de TH
circulantes maternas al embrion (Santini y col., 1999, Galton y col., 1999, Huang y
col., 2003). Poco se sabe en relacion al papel fisiolégico de la D3 en mamiferos
adultos.

La D3 se expresa en el SNC de todas las especies de vertebrados estudiadas
hasta la fecha (Kaplan y col.,1980, Valverde-R y col., 1993, Mol y col.,1998, Tu y
col., 1999). Durante la etapa embrionaria de diversas especies (rata, pollo, humano),
el RNAmM o la proteina se ha detectado en tejidos como gbénadas, pulmén, corazén,
intestino y piel (van der Geyten y col., 1997, van der Geyten y col., 2001, Bates y
col., 1999, van der Geyten y col., 2002, Huang y col., 2003). Una alta expresion se
ha encontrado en higado embrionario de humano (Richard y col., 1998), pollo
(Valverde y col., 1993) y reptiles (Shepherdley y col., 2002). La expresion en piel
también se ha reportado en rata, ratén (adulto y embrion), y en peces (Schroder-van
der Elst y col., 1998, Dentice y col., 2007, Fenton y col., 1997). En el cerebro de la
rata adulta se ha identificado RNAm de la D3 (Tu y col., 1999). La expresion de la
D3 se ha encontrado en tejido adiposo donde se ha asociado con la diferenciacién
de preadipocitos (Hernandez y col, 2007).
Un modelo de raton knockout generado mediante inactivacién de la proteina D3
(D3KO) por mutacion critica, exhibe letalitad parcial que ocurre antes o en el
nacimiento, esto es suguerido debido a que de 344 nacimientos producidos de
padres heterocigotos solo 61 (17.5%) fueron knockout. Ratones D3KO machos y
hembras presentaron un marcado retraso en el crecimiento, dicha reduccion en el
tamafo persiste en la edad adulta. La longitud del cuerpo es casi proporcional al
peso (Hernandez y col., 2006). El modelo D3KO también permiti6 identificar el papel
critico de la D3 en la maduracion y funcion del eje tiroideo (Hernandez y col., 2002,
Hernandez y col, 2006 )

3.4.1 Caracteristicas cinéticas/bioquimicas

La actividad D3 fue identificada inicialmente en la linea celular NCLP-6E de
hepatocarcinoma (Sorimachi y Robbins, 1977). La enzima cataliza la remocién de

yodo en el anillo interno de T4y Tz con un valor de Km en el intervalo nanomolar,
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sigue una cinética de reaccidn secuencial y es insensible a la inhibicién por PTU. La
D3 es una selenoproteina de 33 kDa con un residuo de Sec en el sitio activo. Los
estudios para investigar el papel de la Sec en la D3, han mostrado que el reemplazo
de Sec por alanina inactiva la enzima y la substituciébn por cisteina no elimina la
actividad D3, pero incrementa la K,, 5 veces para T; y 100 veces para T,

comparado con la enzima nativa (Kuiper y col., 2003).

3.4.2 Caracteristicas moleculares

La secuencia de los genes que codifican para la D3 se conoce en ratén y
humano y ambos muestran, como caracteristica singular, la ausencia de intrones
(Hernandez y col., 1998, 1999). La region promotora del gen contiene una caja
TATA, dos cajas CAAT y diversas cajas GC. Se identifico un potenciador o enhancer
conservado de 180 pb de longitud a una distancia de ~6 kb del sitio de inicio de la
transcripcion. Esta region contiene un sitio consenso denominado AP-1 y un
elemento responsivo al suero (Hernandez y col., 2003). En el humano, el gen dio3
se localiza en el cromosoma 1432 y el raton en el cromosoma 12F1 (Hernandez y
col., 1998). Los genes de humano y raton se han mapeado en regiones
cromosdmicas que se sabe incluyen genes que presentan “imprinting”; el dio3 se
expresa preferencialmente del alelo paterno (Hernandez., 2005). El analisis de la
region genémica de dio3 condujo a la identificacién de un gen adicional designado
dio3 de hebra opuesta (dio30s), el cual se transcribe en la orientacion antisentido
(Hernandez y col., 2002). La secuencia de los mdultiples transcritos de dio3os que se
han descrito de al menos seis exones y dos sitios de poliadenilacion alterna y
muestra un patron de expresion tejido especifico (Hernandez y col.,, 2004). La
expresion del gen dio3 genera un transcrito de 2.1 kb; sin embargo, se han
detectado transcritos mas largos en el cerebro de la rata hipertiroidea adulta
(Salvatore y col., 1995, Gereben y col., 2007).

En cuanto al cDNA que codifica para la enzima, se han clonado en humano
(Salvatore y col., 1995), rata (Croteau y col., 1995), pollo (van der Geyten y col.,
1997), rana (Becker y col., 1995), Xenopus (St. Germain y col., 1994), tilapia
(Sanders y col., 1999), pez pulmonado (Sutija y col., 2004), trucha (Bres y col., 2006,

cerdo (Wassen y col.,, 2004), vaca (Connor y col.,, 2005), pez globo Carassius
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auratus (Nelson y Habibi., 2008), wallaby (Macropus eugenii) y ornitorrinco
(Ornithorhynchus anatinus) (Edwards y col., 2008). Existen también secuencias
putativas para Solea senegalensis ( GenBank: AM902722.1). Todos los cDNA
clonados a la fecha incluyen un codon TGA para Sec y el elemento SECIS en la
region 3’'UTR. La conservacion de la D3 es la mas baja de las tres Ds, con un 43%
de identidad entre las secuencias de D3 de diversos organismos a nivel de
nucleotidos en el ORF (Valverde y col., 2004).

3.4.3 Regulacion

La expresion del gen dio3 se regula in vivo e in vitro por diversos agentes. Los
cambios en el nivel del RNAm y la actividad D3 se correlacionan, lo cual sugiere que
los cambios en la expresion de dio3 son el resultado de cambios en la transcripcion
génica. El estado tiroideo modula la actividad de la enzima en diversos tejidos,
especialmente en le SNC; la actividad D3 incrementa durante el hipertiroidismo vy
disminuye durante el hipotiroidismo (Kaplan y Yaskoski, 1980). El tratamiento con T3
de corto tiempo (8 dias) aumenta el RNAm de la enzima; sin embargo no es claro si
este efecto es consecuencia de transcripcion génica, estabilizacion del RNAm o una
combinacion de ambos factores (Tu y col.,, 1999). Se sabe que la T3 estimula la
expresion de la enzima antes de climax metamorfico en renacuajos de X./leavis
(Marsh-Armstrong y col.,, 1999). En diferentes modelos de cultivo celular, la
expresion de la enzima se regula por la accién de suero, esteres de forbol y factores
de crecimiento epidérmico y de fibroblastos (EGF, FGF) (Hernandez y Obregon;
1995, Hernandez y St Germain; 2002b). En el promotor del dio3 no se han
encontrado elementos de respuesta especificos responsables de los efectos
estimulantes. Sin embargo, se ha propuesto que la respuesta a estos estimulos es
mediada por una o ambas cajas CAAT presentes en el promotor basal (Gereben y
col., 2007). Los glucocorticoides y la hormona de crecimiento (GH) afectan la
expresion de D3. En el higado del embrion de pollo, la dexametasona y la GH
disminuyen la expresion de D3, seguido por un incremento en los niveles séricos de
T,y T, sugiriendo que la enzima hepatica regula los niveles de TH en el suero (Van
der Geyten y col., 1999). En la linea celular BVS-1 de rata (grasa parda vasculo-
estromal), la dexametasona suprime la expresién basal de la D3 y previene su

induccion por suero y factores de crecimiento (Hernandez y St Germain, 2002b). En
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diversos tipos celulares humanos, incluidos fibroblastos fetales y adultos de diversos
tejidos, células de hemangiomas y epitelio fetal, TGF-p induce la D3 enddgena
(Gereben y col., 2007). Por otro lado, en células humanas no transformadas, se ha
mostrado que TGF-B estimula la trasncripcion del dio3 a través de la via Smad-
dependent (Huang y col., 2005). Estos datos revelan la interaccién entre TGF-§ y
TH, los cuales tienen funciones importantes en la regulacion del crecimiento y
diferenciacion celular. La expresion de D3 en la piel se regula de manera positiva por
Gli2, un miembro de la familia de factores de trasncripcion Gli (son los encargados
de modular la sefializacion de la via Shh). En este sentido se ha identificado un sitio
de unién a Gli-2 en el promotor del gen dio3 de humano y ratdén, que es critico para

la respuesta de dio3 a Gli-2 en queratocitos transfectados (Dentice y col., 2007).

3.5 Filogenia de las desyodasas

Aunque pueden diferir con respecto a su distribucion tisular, perfil ontogenético
y otros aspectos operacionales (preferencia por sustrato y perfil de inhibicion), las
tres izoenzimas se han caracterizado en las cinco clases de vertebrados. Por otra
parte y no obstante que algunas clases estan aun sub-representadas, las
secuencias de los cDNAs y de sus proteinas deducidas; asi como las de algunas
desyodasas putativas encontradas en los genomas de organismos invertebrados,

han permitido realizar analisis filogenéticos y proponer la posible trayectoria
evolutiva de esta familia enzimatica. Asi, utilizando las secuencias de vertebrados
(figura 13), se ha sugerido que la D2 es la desyodasa de mas reciente aparicion y
gque la D3 es la mas antigua (Valverde-R y col., 2004). Mas aun, algunos
invertebrados urocordados como la ascidia Halocynthia roretzi, expresan una
desyodasa (hrDx) que comparte caracteristicas cinéticas con la D1 y la D2 de
vertebrados (Shepherdley y col., 2004). La disponibilidad de los genomas de otras
especies de ascidias como Ciona intestinales y Ciona savigyni ha permitido
identificar dos secuencias homologas a hrDx. Estos hallazgos sugieren que las
ascidias poseen una desyodasa semejante a D3, ademas de D1 y D2. El analisis
filogenético con las secuencias de vertebrados e invertebrados se resuelve en cuatro
clusters o ramas principales, uno para cada isotipo de las Ds de vertebrados vy el
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restante en una rama separada, cercana al origen, que agrupa a las desyodasas
putativas de invertebrados (Kuiper y col., 2005).
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ID1 Tilapia Cionazgys  Clonana’ Fugu 137*

ID1 Fundulus ID3 Rat
ID3 Mouse
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Figura 13. Filogenia de las desyodasas de yodotironinas de vertebrados (Tomada de
Valverde-R y col, 2004).
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4. LA DESYODACION EN PECES

Antes de abordar la desyodacion en peces, aqui se revisaran algunos aspectos

relevantes acerca de la fisiologia tiroidea en esta clase de vertebrados.

En contraste a lo reportado para el resto de vertebrados, varios estudios han
mostrado que la glandula tiroides de los peces secreta primordialmente T4 Las
evidencias experimentales son: 1) los extractos de tiroides de trucha y otros
teledsteos contienen niveles muy bajos de T; (Kihn y col., 1993), 2) los niveles
circulantes de T4 se elevan en respuesta a las inyecciones de TSH, mientras que los
niveles de Tz no cambian (Chan y Eales.,1975, Inui y col.,1989) y 3) en tejido tiroideo
perfundido /n vivo no hay liberacién de T; en presencia o ausencia de TSH (Grau y
col., 1986). La secrecion primordial de T,y los elevados niveles de T; circulante en
peces que resultan en una proporcion Ts/Ts alta, hacen de la desyodacion periférica
el principal mecanismo responsable de la produccion de hormona tiroidea activa.

La existencia de la desyodacion en peces fue reportada por Osborn y
Simpson desde 1969. Estos investigadores encontraron los diferentes productos
derivados de la monodesyodacién secuencial de T, en el plasma del lenguado.
Posteriormente se demostrd la desyodacion in vivo en varios peces de agua dulce
(Eales, 1972).

Las Ds de peces comparten propiedades moleculares y operacionales con
sus contrapartes vertebrados; sin embargo, presentan algunas caracteristicas
distintivas, como los altos niveles de actividad D2 en el higado de teledsteos y la
baja sensibilidad de la D1 a la inhibicion por el inhibidor propiltiouracilo (PTU)
(Orozco y Valverde-R, 2005; Orozco et al,1997). A continuacion se describen
algunos datos sobre la desyodacion en las tres subclases de peces: agnatos, 6seos
y cartilaginosos. Cabe sefalar que aunque los peces cartilaginosos son mas
antiguos que los 6seos se abordan al final para facilitar la la lectura del trabajo.

4.1 Agnatos

Los agnatos o peces sin mandibulas, son los vertebrados mas primitivos. Se

separan en dos grupos: los hagfishes o Myxinoids y las lampreas o
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Petromyzontiforms. Los hagfishes se consideran los craneados mas ancestrales
cuya historia evolutiva se remonta al periodo Ordovicico (~470 Ma) y actualmente se
reconocen cerca de 60 especies. En cuanto a las lampreas se sabe de cerca de 40
especies distintas. Todas las especies de hagfishes son estenohalinas y viven en el
océano, generalmente en regiones calidas por abajo de los 2000 metros de
profundidad. Son los Unicos vertebrados acuaticos en los que los fluidos del cuerpo
son isosmoticos con el agua de mar, considerandose como osmoconformadores. No
tienen estados larvarios y su desarrollo es directo. Por otro lado, todas las especies
de lampreas son osmorreguladoras, frecuentemente eurihialinas. Pueden vivir en
agua dulce o en el mar, aunque las especies marinas son animales anadromos, esto
es, viven en el mar pero remontan rios o corrientes de agua dulce para reproducirse
(Randall y col., 1997). Las lampreas son parasitas de peces, aunque algunas

especies son no parasitas.

La desyodacién periférica en agnatos se ha estudiado muy poco y adn no se
cuenta con la caracterizacion bioquimica completa de las Ds. Uno de los primeros
informes sobre la conversion in vivo de T4 a Tz en la lamprea marina adulta
Pertomyzon marinus aparecio en la década de los 80 (Brown y col., 1982).
Posteriormente, en homogenados hepaticos, se reporté actividad T,-ORD con una
Km en el rango nanomolar (Leatherland., 1994). Otras vias desyodativas (T4-RD, Ts-
IRD) se han estudiado en P. marinus en estado larvario y adulto (Eales y col., 1997)
y en hagfishes (McLeese y col., 2000). En general la desyodacion periférica ocurre
en diversos tejidos como el intestino, higado, cerebro, musculo y rifion de lampreas y
hagfish adultos, y en las lampreas esto varia de acuerdo al estado ontogenético. En
contraste a otros vertebrados, donde el higado es el principal sitio de desyodacion,
en lampreas la mayor actividad desyodativa se detect6é en el intestino (Eales y col.,
1997). En estos estudios se observaron diferencias operacionales en relacion a la
sensibilidad al PTU en la actividad T 4,-ORD intestinal entre lampreas y hagfishes. Por
otro lado, las propiedades operacionales de la via T4,-ORD y T3-IRD intestinal de
lampreas, caracterizadas parcialmente, muestran valores de Km Yy Vmax aparentes de
1.25 nM y 0.32 pmol/mg/h y 1.3 nM y 0.35 pmol/mg/h, valores que corresponderian a
la actividad D2 y D3 respectivamente. De esta manera, los agnatos presentan las
vias desyodativas ORD e IRD al igual que el resto de vertebrados (Orozco y
Valverde., 2005).
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4.2 Oseos

Las TH en peces participan en el control del metabolismo, desarrollo,
crecimiento y osmorregulacion. Por ejemplo en huevos no fecundados de peces se
han encontrado TH de origen materno, las cuales posteriormente juegan un papel
importante en el desarrollo temprano del embrién (Evans, 1993). Se sabe que las TH
en peces son las responsables de disparar la conducta migratoria y el control de la
respuesta adaptativa al agua salada y dulce en salménidos. Los niveles de T,
circulante aumentan durante la esmoltificacion (conjunto de cambios morfoldgicos,
fisioldgicos y conductuales preparatorios para la migracion anadromica o rio abajo),
seguido de un aumento en la actividad Na*/K'-ATPasa branquial (Grau y col., 1981,
Dickhoff y col.,1978). Durante la migracién catadromica o rio arriba (asociada con la
reproduccion), se observa un aumento significativo de Tz y T, en ambos sexos
(Biddiscombe y Idler, 1984, Sower y Schreck, 1982).

La desyodacion en peces 0seos ha sido ampliamente estudiada en
salmonidos desde la década de los setenta por los grupos de Eales y Leatherland,
trabajos a partir de los cuales solo se aceptaba la existencia de la via ORD para la
T, (Higgs y Eales., 1977, Eales y col., 1991, Eales., 1979, Shiel y Eales., 1986,
Pimlott y Eales., 1983). Estudios in vitro en mas de treinta especies de teledsteos
confirmaron la presencia de la via ORD hepatica de la T4 con valores de Ky en un
intervalo de 1-170 nM (Leatherland y col., 1990). A partir de ese momento surgieron
una serie de controversias en relacion a las caracteristicas bioquimicas de las
desyodasas en teledsteos, haciendo confusa la identificacion del isotipo enzimatico
participante en la via ORD. La presencia de la actividad D1 y D2 se reporté en el
higado de salménidos por MacLatchy y Eales en 1992; sin embargo, las
caracteristicas bioquimicas de estos tipos enzimaticos no coincidian con las
reportadas en mamiferos. Estudios posteriores en el higado de tilapia apoyaron la
nocién de que esta especie expresaba una enzima con caracteristicas cinéticas
similares a la D2 de mamiferos (Mol y col., 1993). Actualmente se sabe, que a
diferencia del resto de vertebrados el higado de trucha y F. heteroclitus co- expresan
a la D1 y D2 que catalizan la via ORD (Orozco y col., 1997, Orozco y col., 2000).

Ademas cada una de ellas presenta caracteristicas propias: la Km y la Vmax de la D1
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son menores a las de su contraparte mamifera y la enzima es relativamente
insensible a la inhibicién por PTU; la Vi Y 1a tasa Viyal/Kn de la D2 es 60 veces
mayor que la reportada en el cerebro de rata, sugiriendo que la D2 hepatica de pez

es una enzima muy abundante y/o muy eficiente.

La via de inactivacion de TH, ha sido menos estudiada en peces 0seos. Sin
embargo, se ha encontrado una alta expresion de la D3 en piel de trucha (Fenton y
col., 1997) y cerebro de tilapia (Mol y col., 1997). Se ha documentado actividad T,y
T5; IRD en el cerebro e higado de trucha (Johnston y Eales., 1995, Frith y Eales.,
1996, Mol y col., 1998, Plate y col., 2002), tilapia, pez gato y turbot (Mol y col.,
1998); American plaice (Adams y col., 2000); salmén del atlantico (Specker y col.,
2002) y esturion (Plohman y col., 2002).

4.3 Cartilaginosos

Los peces cartilaginosos pertenecen a la clase Chondrichthyan que incluye
dos grupos: los elasmobranquios (tiburones y rayas) y los holocefalos (quimeras).
Los miembros de este grupo poseen esqueletos compuestos principalmente de
cartilago impregnado de calcio (Kardog, 1998). La mayoria son marinos, son raros
los migrantes al agua dulce y solo hay una familia de peces estenohalinos (rayas de
agua dulce). Los peces cartilaginosos muestran una serie de estrategias fisiolégicas
particulares, incluidos mecanismos de osmoregulacién, reproduccion y metabolismo
(Randall y col., 1997). Los elasmobranquios marinos son ureotélicos y la urea es el
principal osmolito que mantiene la homeostasis en el medio marino; retienen urea
por reabsorcion en el riidbn y mantienen una baja permeabilidad de dicho soluto en
las branquias. Las concentraciones de la urea pueden alcanzar los 500 mmol Lt y
aun asi, las proteinas estructurales y la actividad enzimética no son afectadas
debido a la presencia de algunos osmolitos organicos como el oxido de trimetilamina
(TMAO), que contrarresta los efectos desnaturalizantes de la urea. Las
concentraciones intracelulares de TMAO:urea mantienen una relacion 1:2 y debido
a la acumulacion plasmatica e intracelular de estos osmolitos organicos los
condrictios son ligeramente hiperosmoéticos respecto al agua de mar (Evans y col.,
1997). Informaciébn mas amplia sobre la fisiologia, diversidad, habitat, filogenia y

reproduccion se presenta en la seccién de anexos.
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Comparado con otros vertebrados, el estudio de la endocrinologia de
elasmobranquios ha recibido poca atencién. En particular la funcion tiroidea en
peces cartilaginosos se ha abordado marginalmente. En el caso de la desyodacion,
solo existe un trabajo en el cual la actividad hepatica T4+-ORD se caracterizé
parcialmente (Leary y col., 1999). El estudio se realizd6 con un pool de
homogenizados de tres tiburones hembras adultas (Squalus acanthias). Las
cinéticas para T4 se realizaron por cuantificacion radioinmunometrica de T3, usando
concentraciones de sustrato en el intervalo de 0 a 125 nM, ademas se examiné el
efecto de los osmolitos (urea, TMAO, sarcosina y betaina). Los valores de K,
aparente se encontraron en un intervalos de 382 a 225 nM, y el valor de la Vmax

incrementd de 0.29 a 0.36 pmol/mg/hr cuando se incluyo la mezcla de osmolitos.

El papel que juega la desyodacion en la fisiologia de los peces va de la mano
con las diferentes acciones que las TH ejercen en esta clase de vertebrados. Entre
estas se encuentran efectos en la ontogenia (desarrollo embrionario, metamorfosis y
esmoltificacion); balance energético, balance hidrosmético y reproduccion. El papel
gue tiene la desyodacion de yodotironinas en estas funciones, no es del todo claro.
Sin embargo, se ha propuesto que las Ds son importantes en el mantenimiento
compartamentalizado de las vias metabolicas que proveen la energia necesaria para
éstas. Por otro lado, el hecho de que la expresion de las Ds se module por otros
mensajeros neuroendocrinos, ademas de las TH, apoya la idea de que las TH tienen
efectos permisivos o sinergistas en diversos procesos, donde las Ds pueden
coordinar y facilitar de manera tejido especifica, la accion de otras hormonas
(Orozco y Valverde,. 2005).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Independientemente de sus semejanzas estructurales y operacionales con el
resto de vertebrados, las desyodasas en los peces teledsteos exhiben
caracteristicas funcionales distintivas (para revision: Orozco y Valverde-R, 2005). En
el caso particular de los peces cartilaginosos solamente se han cuantificado los
niveles circulantes de TH y en algunas especies se ha evaluado su participacion
durante el ciclo reproductivo (Volkoff y co., 1999; Crow y col.,, 1999). En este
contexto, el estudio y caracterizacion bioquimica y molecular de las Ds en esta clase
de vertebrados es incipiente; solamente existe un estudio que reporta el andlisis
parcial de la actividad T4+ ORD hepatica en el tiburén Squalus acanthias, y sus
resultados estan lejos de ser concluyentes respecto al isotipo de desyodasa
involucrada (Leary y col., 1999). Por esta razon asi como por sus peculiaridades
fisioldgicas y su ubicacion en la base de la trayectoria evolutiva de los vertebrados,
resulta importante estudiar de manera sistematizada la funcién tiroidea en los peces
condrictios. Este conocimiento complementara y permitira profundizar con mayor
detalle en la probable evolucion de los sistemas tiroideos y del metabolismo del
yodo en los cordados.

HIPOTESIS
Al igual que en los teleosteos adultos, el higado de los peces condrictios
expresa el isotipo D1 que cataliza la via desyodativa ORD e IRD asi como el isotipo

D2 que cataliza a la via ORD y el isotipo D3 que cataliza la via IRD.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
Caracterizar cinética y molecularmente a la(s) desyodasa(s) de yodotironinas en el

higado del tiburon Chiloscyllium punctatum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1+ Caracterizar la cinética de las vias ORD e IRD de yodotironinas y establecer los
tipos enziméticos presentes.

2+ Clonar y caracterizar el (los) cDNA(s) que codifica(n) para desyodasa(s) hepatica.
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MATERIAL Y METODOS
Animales

Se obtuvieron, con un proveedor comercial, tiburones de la especie
Chiloscyllium puctatum (Anexo 2), de 25-50 cm de longitud (edad juvenil). Los
animales se mantuvieron en el laboratorio en un acuario de agua salada, a una
temperatura ambiente de 25 £ 1° C y bajo un fotoperiodo 12h:12h luz-oscuridad. Se
alimentaron ad-/ibitum con camarén, dos veces a la semana y se aclimataron 20
dias antes del sacrificio. El dia del sacrificio, los animales se anestesiaron con MS-
222 (tricaine methane sulfonate) (0.5 g L'l), los higados se disectaron y congelaron

inmediatamente, almacenandose a -70 °C hasta su analisis posterior.
Reactivos

Las yodotironinas no radiactivas (rTs, Tz y T4), PTU (6-n-propil-2-tiouracilo),
urea, TMAO (N-oxido de trimetilamina), MS-222 y los oligonucleétidos sintéticos, se
obtuvieron de Sigma Chemical Co (St. Louis MO). Las yodotironinas radiactivas |-
Ts, ®1-rT3 y *I-T, (actividades especificas: 1200 puCi/ug) se adquirieron de Perkin-
Elmer Life Sciences, Inc (Boston MA); las tironinas radiomarcadas se purificaron
antes de su uso por medio de una columna SEP-PACK C18 de Millipore (Waters
Chromatography, Boston MA). El reactivo de Bradford se compré a Bio-Rad

(Richmond, CA). El ditiotreitol (DTT) se obtuvo de Calbiochem (La Jolla, CA).

La Taq DNA polimerasa se obtuvo de MBI Fermentas. El reactivo de Trizol,
los dNTP’s (deoxi-nucleétidos trifosfato), la RNase H, el inhibidor de RNAsas
(RNasin), la transcriptasa reversa SuperScript™ Il RNase H y la deoxinucleotidil
transferasa terminal (rtdT) se adquirieron de Invitrogen (Carisbad, CA). Las
endonuclesas de restriccion Hind Ill, Ncol y Notl se compraron a New England

Biolabs (Ipswich, MA), el vector pPGEM-T se obtuvo de Promega (Madison, WI).

Preparaciéon de microsomas
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La preparacion de las fracciones microsomales, para la determinacion de la
actividad enzimatica, se basa en un método previamente descrito (Mol y col., 1997) y
modificado para estos experimentos. En breve, los higados se homogenizaron en
amortiguador (sacarosa 0.25 M, Hepes 10 mM, DTT 1 mM a pH 7.0) en una
proporcion 1:10 peso/volumen y se centrifugaron 10 min a 3000g. El sobrenadante
se centrifugd por 30 min a 10,000 g, y el sobrenadante resultante se centrifugd por
90 min a 40,000q. El pellet final se resuspendio en 5 volumenes de amortiguador, se
dividio en alicuotas y se almacené a -70 °C.

Determinacion de la actividad desyodativa ORD (D1 y D2)

La actividad de la via ORD se cuantific6 mediante una modificacion de la
técnica de liberacion de radioyodo (Leonard y Rosenberg, 1980), en el cual se utiliza

125 En todos los casos, la actividad

como sustrato una tironina marcada con
enziméatica fue medida por duplicado. La mezcla de reaccion (volumen total de 100
uL) contiene la enzima (homogenado de tejido a la concentracion o6ptima de
proteina), DTT y la tironina marcada y no marcada. Luego de incubar la mezcla, la
reaccion se detiene con 50 uL de una solucion de paro que contiene (suero normal
de bovino al 50 % y 10 mM PTU) y 350 uL de acido tricloroacético (TCA) al 10%. La

125 liberado soluble en

mezcla se centrifuga en frié (4°C) por 15 min a 2500 rpm. El
acido es separado por cromatografia en una columna de intercambio catidnico
(Dowex W-S0X2), eluido con acido acético al 10% y la radioactividad se cuantifica
en un espectrometro de emisiones gamma (Cobra I, Auto-Gamma). La actividad
especifica de las enzimas se expresa como la cantidad (fmolas o pmolas) de yodo
radioactivo liberado/mg de proteina/hora. La cuantificacion de proteinas de la
muestra se realiz6 por el método de Bradford empleando albumina serica bovina

(BSA) como estandar (Bradford, 1976).

Determinacion de la actividad desyodativa IRD

La actividad de la via IRD se determin6 usando un sistema de cromatografia
descendente descrito previamente (Fenton y col.,, 1997). La mezcla de reaccion
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contiene 2 nM de '*°|-Ts, T3 no marcada, concentraciones variantes de DTT y una
concentracion saturante (1 uM) de rT; no marcada para minimizar la actividad IRD
de la D1. La conversién de la T3 marcada en ?° 3,3"-T, fue corregida eliminando la
desyodacion no enzimatica observada en los blancos incubados en ausencia de
proteina. Los compuestos marcados presentes en la mezcla de reaccion se
separaron por cromatografia descendente en papel (Bellabarba y col., 1968) y
cuantificado en un contador gamma. En todos los casos, se consumié menos del
30% del sustrato durante la reaccion. Los resultados se expresan como el porcentaje
de desyodacion o como la actividad especifica de la enzima expresada como pmol
de 3,3"-T, liberada/mg de proteina/hora. La concentracion de proteina se determind

por el método de Bradfod.

Caracterizacion cinética

Para establecer las mejores condiciones del ensayo y determinar la actividad
ORD e IRD se evaluaron los siguientes parametros operacionales: concentracion de
proteina( 1 a 200 mg/mL) y DTT (1 a 100 mM), pH (5.0 a 8 a intervalos de 0.5),
tiempo(1 a 3 h) y temperatura(15 a 45° C) de incubacion. Se usaron como sustrato:
1251173, 12°1-T, y'®I-T;para la actividad D1, D2 y D3 respectivamente.

Una vez establecidas las condiciones optimas del ensayo para cada una de
las vias de desyodacion, se realizaron cinéticas de sustrato, empleando DTT como
cofactor para determinar los valores de Km y Vmax aparentes. Estos valores se
calcularon por la relacion no lineal de los datos (concentracién de sustrato vs
velocidad de reaccion (actividad especifica)) con la ecuacién de Michaelis Menten
usando el programa GraphPad Prism 4.02. Las concentraciones de sustrato
utilizadas fueron distintas para cada hormona. Posteriormente para determinar las
caracteristicas operacionales de la enzima como son la K., Vn. verdaderas y el
mecanismo de la reaccion, los datos experimentales se analizaron mediante graficos
de dobles reciprocos. Se realizé un andlisis de Eadiee Hofstee (V/S vs V) para
revelar la presencia de mas de un componente enzimatico.

El efecto del inhibidor PTU sobre la actividad desyodativa, se analizé a

concentraciones de hasta 1 mM. Por otro lado, la determinacién del sustrato
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preferencial de cada via desyodativa se realizé utilizando diversas concentraciones
de la hormona no radiactiva y una concentracion fija de hormona radiactiva.

Clonacién del cDNA y analisis de la secuencia.

Extraccién de RNA total

Se aislé RNA total de higado usando el reactivo de TRIzol. El método es una
variacion del original de Chomczynski y Sachi (1987) que contiene fenol e
isotiocianato de guanidina, este Ultimo es un agente desnaturalizante que permite la
separacion del RNA a partir de tejidos con un alto contenido de ribonucleasas

enddgenas.

Sintesis de cDNA (RT) y PCR

La sintesis del DNA complementario, se realizd por transcripcion reversa, la
cual se llevo a cabo usando 10 pg de RNA total, un oligo(dT)-adaptor primer
(GACTTCAGGCTAGCATCGATCCATGGGTCGAC|Tyq) y la enzima transcriptasa
reversa SuperScript™ Il. La mezcla de reaccion contiene ademas dNTPs, DTT 0.1
M, RNAsin (Inhibidor de ribonucleasas) y solucion amortiguadora. Luego de incubar
a 42° C por 2h se inactivo la enzima (65° C, 20 min), seguido por un tratamiento con

ribonucleasa H (RNasa H) a 55° C por 20 min.

Para obtener un fragmento inicial de cDNA que codifique para desyodasa, se
emplearon un par de oligonucleotidos degenerados que reconocen el sitio activo de
las Ds: 5 TTYGGNWSCTGYACNTGACC 3 (sentido) y
5 TTYTTRAANGCCCANCCRTC 3’(antisentido) en donde N=A G C T , Y=CT,
W=TA, S=CG, R=AG, en un PCR bajo un esquema de descenso en la temperatura
de alineacion del oligonucledtido (touchdown), que abarca desde la combinacion de
nucleétidos con la temperatura de alineacién mas alta, hasta la mas baja. De esta
manera, se obtuvo un fragmento inicial de 150 bp, el cual fue purificado a partir del
gel de agarosa usado para la electroforesis. (Para la clonacién de la D2 se disefiaron
un par de oligonucleotidos degenerados a partir de regiones conservadas en las
desyodasas tipo 2: 5 TTYTTYTCNAAYTGYCTNTT 3'(sentido) y 5
TGNGCYTCYTCDATRTA 3" (antisentido), se generd un fragmento inicial de 400 pb

y se realizd el mismo procedimiento que se describe a continuacion). El fragmento
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se ligd por complementariedad de los extremos adhesivos (3" A) del fragmento y (3°
T) del vector pGEM-T, se transformaron células competentes de E.coli mediante
choque térmico y se incubaron las células (37 °C, 16 h) en agar LB-ampicilina, Xgal
e IPTG. Se tamizaron colonias blancas recombinantes positivas, mediante
amplificacion por PCR del fragmento clonado para corroborar que las colonias
tengan el fragmento esperado. Las colonias seleccionadas se crecieron durante toda
la noche a 37° C. A partir de dicho cultivo se purificé el plasmido mediante miniprep y
posteriormente fue secuenciado. (E/ procedimiento descrito para la clonacion y
secuenciacion de este fragmento inicial, fue usado para los diversos fragmentos de

cDNA generados en el presente trabajo).

Amplificacién de los extremos 3"y 5" del cDNA (5" y 3" RACE)

En base a la secuencia obtenida, se disefiaron oligonucle6tidos especificos
para realizar amplificaciones de los extremos 3" y 5 del cDNA (3" y 5" RACEs, por
sus siglas en ingles Rapid Amplificacion of cDNA Ends) en una serie de PCRs
anidados. En dicho esquema de PCR, se realizan dos amplificaciones por PCR
consecutivas. En el primer PCR se utiliza como templado el producto del RT,
después el producto del primer PCR es utilizado como templado para el segundo. En
ambas reacciones se utilizan como iniciadores pares de oligonucleétidos especificos

del templado.

Para el 3"'RACE se utilizaron un par de oligonucleotidos especificos (S1y S2)
de la secuencia a extender y un par de oligonucleétidos que alinean con la
secuencia adaptadora del oligo(dT) (oligo 3'race-2, oligo 3'race-3) (figura 14). Para
extender la secuencia hacia el extremo 5", primero se realizaron una serie de RT,
utilizando como templado RNA total y como iniciador un oligonucleétido antisentido
especificamente disefiado a partir de la secuencia a extender (Asl). Al cDNA
obtenido de esta reaccion se le adiciono en el extremo 3" una cola de citocinas
(dCTPs), mediante la enzima transferasa terminal (rTdT). El producto de la reaccion
fue purificado y usado como templado para realizar un primer PCR, con el
oligonucledtido especifico con el que se obtuvo el RT (Asl) y un oligo(dG) méas una
secuencia adaptadora (oligo 5°race-1). El producto del primer PCR se uso como
templado para el segundo PCR y como iniciadores un oligonucle6tido especifico de

la secuencia (As2) y uno complementario a la secuencia adaptadora del oligo(dG)
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(oligo 5'race-2)(Figura 14). Los fragmentos generados a partir de los 3" y 5" RACEs,
se clonaron en el vector pGEM-T y fueron secuenciados.

3'RACE
3 cDNA ¥
TTTTTTTTTTTTTTTTCAGCTGGGTACCTAGCTACGATCGGACTTCAG
ATCGATGCTAGCCTGAAGTC
CAGCTGGGTACCTAGCTAC
- 5 -
PCR1 Oligo especifico S1 Oligo 3'race-2
11 — o
PCR 2 Oligo especifico S2 Oligo 3°race-3
5'RACE
3" ccecceccece cDNA 5
CATCGATCCATGGGTCGA C GGGGGGGGGG
GTCGCTAGGTACCCAGCT G
_— — PCR 1
Oligo 5°race-1 Oligo especifico As1 ﬂ
- —
Oligo 5°race-2 Oligo especifico As2 PCR 2

Figura 14. Amplificacion de los extremos del DNA complemetario mediante 3" y
5'RACE

Amplificacion de la secuencia de cDNA completa
Las secuencias obtenidas a partir del RACE se “empalmaron” o sobrelaparon

hasta tener la secuencia del cDNA completa, a partir de la cual se disefidé un par de
oligonucledtidoss (sentido: 5D3T y antisentido: 3D3T). El oligonucledtido sentido fue
disefiado de tal manera que contiene el sitio de inicio de la traduccion y el sitio de
corte para la enzima Ncol, y el oligonucleétido antisentido, corresponde a la region
3" no traducida vecina a la region poli(A) contiene el sitio Notl. De esta manera el
cDNA fue amplificado (usando un RT preparado a partir de un pool de higados),
clonado en pGEM-T y secuenciado (al menos tres veces) para corroborar la

secuencia de nucledétidos.
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Analisis de las Secuencias

Las secuencias deducidas de aminoacidos se alinearon usando el programa
DNAMAN. La estructura secundaria del RNA fue predicha usando el programa
MFOLD (http://bicinfo.math.rpi.edu/~zukerm). El arbol filogenético se construy6 con
el método de distancia neighbor-joining de MEGA.

Expresion de la proteina recombinate (D3)

El cDNA completo, se digiri6 con las enzimas Ncol and Notl, y se ligo con los
sitios Ncol/ Notl del vector pXENEX1 (Jeziorski y col., 1998). EI cDNA se linearizé
con Hind 111, se purificO y se usd para la transcripcion /in vitro usando T7 RNA
polimerasa. Por otro lado, Xenopus laevis hembras fueron anestesiadas por
hipotermia, se realiz6 una incisibn abdominal y se removieron de 2 a 3 l6bulos
ovaricos y colocaron en solucion de Barths. Los ovocitos en estadio V-VI (n=30) se
microinyectaron con 50 nL (300 ng/ovocito) de RNA y se incubaron por 4 dias a 18°C
en solucion de Barths. Se realiz6 cambio del medio diariamente. Con los ovocitos
cultivados, se prepararon homogenados y se determind la actividad desyodativa.
Ademas se evalug el efecto de los osmolitos organicos urea, TMAO y una mezcal de

ambos en la actividad desyodativa.

Construccion de una quimera de D2 con SECIS de F.heteroclitus

Se construyd una quimera, uniendo un fragmento de cDNA de la D2 con un
fragmento de la D2 del pez éseo F. heteroclius de aproximadamente 400 pb que
incluye el elemento SECIS y que previamente fue clonado en el laboratorio (Orozco
y col., 2002). Se realizé PCR utilizando dos oligonucleétidos hibridos (Sh y Ash) que
incluyen en su secuencia nucleotidos tanto de la D2 de tiburon y la D2 de Fundulus'y
dos oligonucleétidos especificos de los extremos de la quimera, que incluyen
ademas sitios de corte para Ncol y Notl (figura 15). El cDNA quimérico se clon6 en
PGMET vy verificd su secuencia. Una vez en pGEMT, la quimera se corté con las
enzimas Ncol y Notl y se ligo al vector pXENEX, secuenciandose nuevamente. Lo
anterior se realiz6 para la posterior expresion y caracterizacion de la enzima

recombinante quimérica.

62


http://bioinfo.math.rpi.edu/~zukerm

D2Ch. punctatum
Fg.800 pb

D2 F.Heteroclitus Fg.400 pb
(contiene SECIS)

ATG TGA
5D2T (Nco1l) —
> Oligo Sh 3D2T (Notl)
Oligo Ash «—
PCR
I I
I I
ATG TGA

cDNA quimerico

Figura 15. Construccion de una quimera entre el cDNA de un fragmento que incluye el
marco de lectura abierto de la D2 de tiburén y un fragmento que contiene el elemento SECIS
indispensable para la incorporacion de Sec, de Fundulus heteroclitus.
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RESULTADOS

1. Caracterizacioén cinética

En una serie de experimentos preliminares se determinaron las condiciones
de ensayo inicial para determinar la actividad desyodativa ORD (D1 y D2) e IRD
(D3). Se usaron las siguientes concentraciones de sustrato preferencial in vitro
marcado: 2 nM de ?°-rT;, 0.5 nM de ®I-T, y2 nM de '?°|-T; para medir la actividad
D1, D2 y D3 respectivamente. Para cada isoenzima, la actividad desyodativa fue
lineal y una funcién dependiente de la concentracién de proteina en un intervalo
especifico (figura 16), hasta 40 ug/mL para la D1, 5 ug/mL para la D2 y hasta 100
ug/mL para la D3. Con estos resultados y para realizar los ensayos posteriores, se
eligieron las siguientes concentraciones de proteina: 15, 4 y 40 ug/mL para la D1, D2
y D3 respectivamente. La actividad desyodativa fue dependiente de DTT (ver tabla
2). Las velocidades de desyodacion Optimas se obtuvieron a 37°C durante 1 h'y
dichas condiciones se fijaron para los siguientes ensayos (resultados no mostrados).
En los tres casos la maxima actividad desyodativa se obtuvo a un pH de 6.5 (datos
no mostrados). En la tabla 2 se muestran las condiciones éptimas de ensayo
(concentracion de proteina y DTT, pH, tiempo y temperatura de incubacion)
establecidas para cada tipo enzimatico y bajo las cuales se realizé la caracterizacion

subsiguiente.

1.1 VIA ORD

Se sabe que la via ORD esta catalizada por dos iséenzimas: la D1 que
desyoda preferencialmente rT;>T, con una K, en el rango micromolar, y la D2 cuyo
substrato preferencial /in vitro es la T, con una K,, en el rango nanomolar. Para
analizar si el higado de Ch. punctatum expresaba las dos isoenzimas (D1 y D2), se
utilizé6 primeramente como sustrato ?°I-rT5, debido a que es el sustrato preferencial
in vitro para la D1, y la D2 también desyoda dicho sustrato. Se realiz6 una cinética
de sustrato en un amplio intervalo de concentraciones (1-1000 nM de rTs3) y una alta
concentracion de cofactor. Un analisis de Eadiee Hofste del ensayo de desyodacion
de rT; revel6 la presencia de dos componentes enzimaticos, uno de alta y otro de

baja afinidad con valores de K de 111 nM y 1.6 nM, respectivamente (figura 17).
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Figura 16. Efecto de la Concentracion de Proteina en la Actividad D1, D2 y D3. En (A)
se muestra la via ORD de #I-rT3 (D1); en (B) la via ORD de *?°-T4 (D2), y en (C) la via IRD
de **I-T3 (D3). En A y B, los resultados corresponden a la liberacion de *#I a partir de *I-
sy **°I-T, y en C a la conversion de '*I-T; a **°l 3,3"-T,. En los tres casos, los resultados
se expresan como una funcién de la concentracion de proteina microsomal.

Tabla 2. Condiciones optimas de ensayo para la actividad D1, D2 y D3.

Parametro D1 D2 D3
Concentracion de proteina (ng/mL) 15 4 40
Concentracion de cofactor, DTT (mM) 5 10 50
pH de incubacién 6.5 6.5 6.5
Temperatura de incubacion (°C) 37 37 37
Tiempo de incubacion (h) 1 1 1
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Figura 17. Actividad ORD de '®I rTs. Andlisis de Eadiee-Hofstee. Se obtuvieron dos
componentes con valores de K,, de 111 y 1.6 nM. Condiciones del ensayo: 0.5 nM de |
rT5, 1-1000 nM rT5, DTT 25 mM, 37°C, 1 h.

Estos resultados sugirieron la presencia, en el higado de Ch. punctatum, de 2
enzimas que catalizan la via ORD: una que desyoda rTs (y T4 aunque aqui no se
muestra) a bajas concentraciones y otra que trabaja a mayores concentraciones y se
hace evidente s6lo cuando se usa rT; a altas concentraciones. Ademas, esta
primera aproximacion reveld que una y otra desyodasa tienen valores de Km
semejantes a los reportados para las iséenzimas D1 y D2 en otros vertebrados. Por
esta razon, se realiz6 la caracterizacion cinética del componente de alta K,
midiendo la actividad desyodativa como una funcion directa de la concentracion de
sustrato (rT3). Los resultados (figura 18) muestran que la enzima se satur6é por rT; a
concentraciones de ~300 nM. El recuadro de la figura 18 muestra un grafico de
dobles reciprocos a partir del cual se obtuvieron valores aparentes de Ky, Y Vimax de

102 nM y 350.8 pmol/mg/h, respectivamente.

El mecanismo de reaccion se determind mediante un grafico de dobles reciprocos
de la formacion de producto como una funcién de la concentracion del sustrato rT; a
diversas concentraciones fijas de cofactor (figura 19-A). El patrén de lineas paralelas
obtenido, es caracteristico de las reacciones bisubstrato tipo ping-pong.
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Figura 18. Cinética de la Actividad ORD de "®°I rTsen Funcién de la Concentracién de
Sustrato. Condiciones del ensayo: 2 nM de *I-rT;, 1-2000 nM de rT;, DTT 5mM, 15 pg de
proteina por tubo, pH 6.5, 1 h a 37°C. Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes realizados por duplicado.

Un grafico de los interceptos del eje vertical contra el reciproco de la concentracion
de cofactor (figura 19-A) permitié calcular un valor de K,, verdadero para DTT de 9
mM. Mediante un andlisis semejante, midiendo la velocidad de reaccién en funcion
de la concentracion de DTT a diferentes concentraciones fijas de rTsz, se obtuvieron
los parametros cinéticos verdaderos para rTz: Ky, 122 nM y Ve 534 pmol/mg/h
(figura 19-B). Por otro lado, se evalu6 el efecto del PTU sobre la actividad rT3;-ORD,
encontrando que aun a concentraciones de 1 mM la actividad no se veia afectada
(datos no mostrados). Los datos anteriores sugirieron la presencia de una

desyodasa con propiedades semejantes a las D1 reportadas en otros vertebrados.

La caracterizacion cinética de la D2 se realiz6é bajo las condiciones de ensayo que
se muestran en la tabla 2. La cinética de sustrato (T4, 0.5 a 200 nM), empleando
como cofactor DTT permitio calcular los siguientes valores de Kmy Vmax aparentes:
0.9 nM y 33 pmol 125I/mg/h, respectivamente (figura 20). Al utilizar T4 como sustrato,
el sistema se satur6 a concentraciones muy bajas ~ 5 nM. Posteriormente se
realizaron cinéticas de sustrato con diferentes concentraciones del cofactor y
viceversa para obtener los valores de Km y Vmax verdaderos. A partir del andlisis de
dobles reciprocos (figura 21), se encontr6 que estos parametros cinéticos para T,

fueron: Ky, 1.1 nM con una V. de 55 pmol *2°I/mg/h. Para DTT se obtuvo un valor
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Figura 19. Actividad ORD de "®°l rT; Mecanismo de Reaccién. A) Grafico de Lineweaver-
Burk de la velocidad de desyodacién contra la concentracion de sustrato rTs a diferentes
concentraciones fijas del cofactor DTT. El recuadro muestra un grafico de los interceptos del
eje vertical contra el inverso de la concentracion de cofactor de los datos del grafico de
Lineweaver Burk, que permite calcular los valores de Ky verdadero. B) La velocidad de
desyodacion contra la concentracion de cosustrato DTT a diferentes concentraciones fijas
del sustrato rTs.

de K, de 11 mM. El patron obtenido con la gréfica de dobles reciprocos de la
cinética de cofactor es caracteristico de las reacciones bisustrato tipo secuencial, es

decir, lineas que intersectan en un punto.

Se evaluo el efecto de 6-n-propil-tiouracilo (PTU) en la actividad T,-ORD, y se
observd que aun con 1 mM de PTU la actividad desyodativa se inhibe menos del
30%, siendo una enzima insensible a la inhibicién por PTU (datos no mostrados).
Por otro lado se determiné que el sustrato preferencial para esta isoenzima es T, >
rT3 >Ts (figura 22).
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Figura 20. Cinética de la Actividad ORD de "*°I-T, en Funcién de la Concentracién de
Sustrato. Condiciones del ensayo: 0.5 nM de **|-T,, 1-200 nM de T,, DTT 25mM, 4 ug de

proteina por tubo, pH 6.5, 1 h a 37°C. Cada punto representa el promedio de dos
experimentos independientes realizados por duplicado.

Los resultados anteriores sugirieron que en el higado de Ch. punctatum se expresa
una desyodasa con caracteristicas de una D2 que participa en la via ORD; es decir,
con una K, para T, en el rango nanomolar, resistente a la inhibicién por PTU, y un

mecanismo de reaccion bisustrato tipo secuencial.

1.2 VIAIRD

Las condiciones de ensayo con las que se caracteriz6 a la D3 (via de inactivacion)
se muestran en la tabla 2. El grafico de Michaelis Menten de la cinética de sustrato
(T3, 1 a 50 nM) permitio calcular valores aparentes de K., ¥ Vimax 5.3 nM y 0.045 pmol
3,3"-T,/mg/min (2.7 pmol 3,3 -T,/mg/h), respectivamente (figura 23-A). Los valores
verdaderos fueron de 2.7 nM y 0.017 pmol 3,3"-T2/mg/min(1.02 pmol 3,3"-T2/mg/h),
respectivamente. El grafico de Lineweaver-Burk (figura 23-B) de la velocidad de
desyodacion en funcién de la concentracion de sustrato a diferentes concentraciones
de DTT, muestra un patron de lineas intersectantes. Lo anterior sugiri6 que la
cinética de la D3 de tiburdn corresponde a un mecanismo de reaccion bisustrato tipo
secuencial, lo cual involucra la formacion de un complejo ternario enzima-sustrato-

cofactor durante la catalisis.
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Figura 21. Actividad ORD de "*°I T, Mecanismo de Reaccién Grafico de Lineweaver-Burk
de (A) la velocidad de desyodacién contra la concentracién de sustrato T, a diferentes
concentraciones fijas del cofactor DTT. El recuadro muestra un grafico de los interceptos del
eje vertical contra el inverso de la concentracion de cofactor de los datos, que permite
calcular los valores de k., verdadero. B) la velocidad de desyodacion contra la concentracion
de cosubstrato DTT a diferentes concentraciones fijas del sustrato Ta.
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Figura 22. Efecto de las hormonas T,, I'T; y T;en la actividad desyodativa T,-ORD.

70



Por otro lado, se evalué la especificidad por el sustrato mediante una
inhibicion competitiva de la desyodacion de *?°I-T; (1nM) con los sustratos no
marcados T3, T4 Y T3 a concentraciones crecientes (figura 24-B). A partir de estos
resultados se encontré que la preferencia por el sustrato de la D3 es: Tz > Ts4 > rTa.
Finalmente la D3 no se inhibié por PTU aun a concentraciones de 1 mM (figura 24-
A). Todos estos resultados muestran que la D3 de Ch. punctatum tiene propiedades

cataliticas semejantes a las reportadas para otras D3 de vertebrados.
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Figura 23. Cinética de actividad T;-IRD y mecanismo de reaccién. A) Cinética de la
actividad desyodativa en funcién de la concentracién de sustrato (T;). Condiciones del
ensayo: 1 nM de **I-Ts, 1-50 nM de T3, DTT 50 mM, 15 ng de proteina por tubo, pH 6.5, 1 h
a 37°C. Cada punto representa el promedio de dos experimentos independientes realizados
por duplicado. B) Grafico de Lineweaver-Burk de la velocidad de desyodaciéon contra la
concentracion de sustrato T3 a diferentes concentraciones fijas del cofactor DTT
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Figura 24. A) Efecto de PTU en la actividad desyodativa T;-IRD. B) Efecto de las hormonas
T4, T3y Tzen la actividad desyodativa TsIRD.
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2. Caracterizacion molecular

2.1 Clonacién y caracterizacion de la(s) Ds de la via ORD

Estrategia General. La caracterizacion bioquimica y operacional de la
actividad desyodativa en el higado de Ch. punctatum reveld la presencia de las vias
ORD e IRD y gque estas estaban catalizadas por los isotipos D1, D2 y D3 con
caracteristicas cinéticas semejantes a las de sus contrapartes en otros vertebrados.
Tomando en cuenta esto Ultimo, se disefid una estrategia para clonar y caracterizar
los cDNAs correspondientes. Inicialmente, la estrategia consistid en alinear las
secuencias de aminoacidos reportadas para las Ds en diferentes especies;
seleccionar secuencias consenso y disefiar oligonucleotidos degenerados. De esta
manera, mediante RT-PCR Touchdown a partir de RNA total de higado, se amplificé
un fragmento inicial de ~150 pb que fue clonado y secuenciado. La alineacién de
este fragmento mostré el mayor porcentaje de identidad (70%) con las D3 de
vertebrados y su clonacién, secuenciacion, expresion y caracterizacion cinética se

presenta en una seccion posterior.

Clonacioén y Caracterizacion de la D2. Puesto que con la estrategia inicial
no fue posible obtener un fragmento correspondiente a la D1 o a la D2, y tomando
en cuenta la abundancia relativa de la actividad D2 en el higado de Ch. punctatum,
se disefid otro par de oligonucleétidos degenerados (D2 deg S/ D2 deg ASs)
especificos de la regidon conservada para las D2 de diversas especies (tabla 3). Se
aisl6 RNA total de higado de tiburébn mediante el método de TRIzol y por
transcripcion reversa se obtuvo cDNA. Utilizando el par de oligonucleétidos
degenerados se realiz6 un PCR y se obtuvo un fragmento inicial de
aproximadamente 400 pb. El fragmento se ligé en el vector pGEM-T y se
transformaron células competentes de E. coli. Se eligieron varias colonias blancas
transformadas y se verificO la presencia del fragmento mediante PCR con
oligonucledtidos especificos del vector. Las colonias positivas fueron cultivadas y los
plasmidos purificados mediante miniprep para su posterior secuenciacién con lo
oligonucledtidos “sense” (M13rev) y “antisense” (pD13fw). La figura 25 muestra la

secuencia de nucleotidos y de aminoéacidos deducida del fragmento clonado.
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para la clonacion de los cDNA"s que
codifican para la D2 y la D3 del tibur6n Ch. punctatum.

Clave

Secuencia

oligo(dT)-adaptor
primer

5 GACTTCAGGCTAGCATCGATCCATGGGTCGAC[T 4] 3

oligo 3'race-2

5 GACTTCAGGCTAGCATCGAT 3

oligo 3'race-3

5 CATCGATCCATGGGTCGAC 3

oligo 5 race-1

5 CATCGATCCATGGGTCGACGGG [Gy3] 3

oligo 5'race-2

5" CATCGATCCATGGGTCGAAT 3

M13rev (S) 5"CAGGAAACAGCTATGACCATG &

pD13fw (As) 5’ GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAA Z

D2 deg (S) ? 5 TTYTTYTCNAAYTGYCTNTT 3

D2 deg (As) ® 5 TGNGCYTCYTCDATRTA 3

D2-3 (S) 5" GAGTGCCGCCTGCTGGATTTT 3

D2-4 (S) 5 CTTGGTGGTCAACTTCGGCT 3

D2-5 (As) 5" GGCACTCCATCTCCAGCTG 3

D2-6 (As) 5" GAATCGTACACCGCCAGGAA 3

D2-7 (S) 5 TCCGGCACTTCCCGGTG ¥

Sh (hibrido D2S) | 5'ttgagcaacaccgttgaaacagg tgcaagcgtccaggtcagaa 3’
Ash (hti)brido 5 ttctgacctggacgcttgca cctgtttcaacggtgttgctcaa 3°
D2As)

5D2T (Ncol)*

5TTTTCCATGGGTTTGCGCAGTGTTGACCTGCT 3

3D2T (Notl)°

5 TTTGCGGCCGCAAAGTCAAACATTCACCTT &

D3 deg (S) @ 5 TTYGGNWSCTGYACNTGACC 3’
D3 deg (As) 5 TTYTTRAANGCCCANCCRTC 3’
D3-1 (S) ATGGCGCGCCTCAAGTCC

D3-2 (S) GTCGCTACCCAATACGCG

D3-3 (As) GCAATGTCCGCGTATTGGGT
D3-4 (AS) GTTGGAAGGACTTGAGGCG

5D3T (Ncol)*

5 TTTTCCATGGATCTCCTGAAAGAGATAGTGGCTATT 3

3D3T (Notl)°

5TTTTGCGGCCGCCCTGGAATATTTATTATAAAATATAAT

3

a) Para los oligonucleétidos degenerados
N=AGCT, Y=CT, W=TA, S=CG, R=AG

b) Para los oligonucleétidos hibridos D2S y D2As, las letras en negritas corresponden a la

secuencia del elemento SECIS de Fundulus.
¢) Se muestran en negritas los sitios de corte para las enzimas Ncoly Not |.
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Se realizé una alineacion de este fragmento con la secuencia de aminoacidos
deducida a partir de los cDNAs reportados para la D2, identificAndose secuencias
consenso en todas las especies. De esta manera se confirmd que el fragmento de
cDNA codifica para la D2 en el higado de Ch. punctatum. A partir de este fragmento
se disefiaron oligonucledtidos especificos para continuar con la secuenciacion hacia

los extremos 5" y 3" del cDNA.

D26
1 TTTCTTCTCGAATTGTCTAI'TCCTGGCGGTGTACGATTCGCGT GGTIACTGCTGAAGCAGEC
1 FFSNCLFLAVYDSVVLLZI KGO QA
D2-5
61 AGT GT CCOGCCT GAGCGGT QCAGCAGCTGGAGATGGAGTGCCOOGCAT GCTGACGGTGGA
21 VSRL SGPAAGDGVYPRMLTVE
121 GGGGAT GCAGACGGT GTGGAGGAGCT TCOCT GCT GGAT GAOGOCAAGCOGGT GAGGOCGGES
41 GMQTVWRSTFLTLUDAAIKPVR RPG
181 GGGECCAGGCOCCCAACCCOOGGEGT GGT GAGGCT GAGOGAGCGRCAAGGT GAGGOGGAGTG
61 GQAPNPRVVRLGETRGQGEATETR
D2-3
241 GCT GCAGAGGGT GBGAGGCCT GBOGERGTGCCGCCTGCTGGATTTT GOCAGCCOCT GRGRCG
81 L QRVGGLAETCRLTLTDTFASTPGTR R
D24

301 ACCCTTGGTGGTCAACTTCGGCTC GROCACCT GACCCOCCT TCGTGRO0GECCT GOCAGE
101 PLVVNFGSA ATSPPFVAGLTPA
361 TTTCTGOOGCACGGOGGAGGAGT ACCAGGCT GBOGCT GACTTCCTGCTGGTCTATATCGA
121 FCRTAEETY QAGADTFLTLVYII E
421 GGAAGCCCAAA

141 E A Q

Figura 25. D2 de Ch. Punctatum. .Fragmento Inicial (secuencia de nucleotidos y
aminodcidos deducida). Se muestra la secuencia asi como los oligonucle6tidos
especificos disefiados para realizar el 3" y 5" RACE. El triplete TGA codifica para Sec.

Para extender el fragmento inicial hacia el extremo 3" se utilizaron los
oligonucleodtidos especificos D2-3 y D2-4. Se realizé un RT seguido de un esquema
de PCRs anidados. En el primer PCR se utilizo como templado el cDNA obtenido
con el oligonucledtido dT-adaptor y como cebadores el oligonucle6tido especifico
D2-3 (S) y el oligonucledtido 3'race-2 (As). En el segundo PCR se emple6 como
templado el producto del primer PCR y como cebadores el par de oligonucledétidos
especificos, D2-4 (S) y 3'race-3 (As). De esta manera, en el segundo PCR se
amplificé un fragmento de aproximadamente 250 pb, se clon6é en pGEM-T y fue
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secuenciado. A partir del analisis de dicha secuencia se logré6 avanzar hacia el
extremo 3" del cDNA de la D2; sin embargo no se habia identificado hasta este
momento un triplete de paro. Por esta razon se disefid otro oligonucleétido
especifico denominado D2-7 para realizar otro 3° RACE. Asi, mediante RT-PCR
anidado, se realizo un primer PCR usando los oligonucleétidos especificos D2-3 (S)
y 3’race-2 (As) y en el segundo PCR los oligonucleétidos D2-7 (S) y 3'race-3 (As).
Se obtuvo un fragmento de ~ 450 pb, el cual se cloné en pGEM-t, y fue secuenciado.
Se logro identificar un triplete de paro dentro de la secuencia clonada (figura 26).
Cabe mencionar que se realizaron varios intentos para obtener la secuencia
completa de la regiéon 3’'UTR de la D2; sin embargo, no fue posible amplificar
fragmentos con una clara secuencia de cDNA. Lo ultimo puede deberse al hecho de
gue la regién 3’'UTR de las D2 es muy larga, hasta de 5 kb en el caso del humano
(Buettner y col., 1998) donde se localiza el elemento SECIS a una distancia de
aproximadamente 250 pb antes de la sefial de poliadenilacion. Ademas, la regién
3'UTR presenta numerosos repetidos AUUUA que lo hacen inestable y complican la
amplificacion por PCR (Gereben y col, 2002).

El extremo 5" del mensajero se obtuvo por RT utilizando el oligonucleétido
especifico D2-5 y RNA total. Al RT obtenido se le adicioné una cola de dCTP en el
extremo 3°. Este transcrito se utilizd6 como templado del primer PCR con los
oligonucledtidos especificos 5” race-1 (S) y D2-5 (As). El producto de esta reaccion
se utilizé como templado del segundo PCR con los oligonucleétidos 5 race-2 (S) y
D2-6 (As). Se obtuvo un fragmento de ~ 500 pb, el cual fue clonado en pGEM-T y
secuenciado con oligonucleo6tidos especificos del vector (pD13 y M13). La secuencia
del fragmento se analizé y se confirmd la secuencia correspondiente a una D2; se
idéntifico el codén de inicio ATG que codifica para metionina y se obtuvo una
secuencia 5’'UTR de ~250 pb (figura 26).

De esta manera se logro clonar un fragmento de cDNA de aprox. 1100 pb que
codifica para una desyodasa tipo 2 (figura 27). Dicho fragmento incluye el marco de
lectura abierta con los codones de inicio y término de la traduccion; el triplete TGA
gue codifica para selenocisteina, y una regiéon 5"UTR de 250 pb. La alineacion de la
secuencia de proteina deducida mostré un porcentaje de identidad del 68% con el

resto de las D2 de vertebrados, mientras que para D1 y D3 la identidad fue de 46 y
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61% respectivamente. Estos resultados y los descritos para la caracterizacion

cinética de la via ORD, apoyaron que la actividad T,-ORD hepética en Ch.

punctatum es catalizada por una D2.

61

121
181
241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

CAGGAGAGATGGAAAT TTAGAGAGAGAGAGGECAGGAGCGATAGGAGAGAGAGCTGRAGAG
TAACATTGCCCAAGCT GAAACAAGAGT TTTAAACGAGT GATGGAATAGT TTTCCCAGCAT
TTTGAAAAGT GTAAGAGCGT CCACCT GGGGGAGAAAAAGACAGCT ACAGACCCCAGEGTC
TCCTTTCTGCTCTCTCTCCCCCAAT TACCAGCACT AACCOCT CCTCCCCATAGAGGTAGA
GGAGGGT GECAEGAGEEEAAGEEGAAGGEEECAGEEATGEGT TTGCGCAGIGT TGACCTGC
M GL RSV DILL

TCATCAAGCTGCAGATCCTGCCASGT TTCTTCTCCAACT GCCTGI' TCCTGGCGGTGTACG
I KL QI L P GFFSNZCLUFLAVYD

D26

ATTCGGT GGTACT GCT GAAGCAGGCAGT GT'COCGECCT GAGCGGT CCAGCAGCTGGAGATG
I§25VVLLKQAVSRLSGPAAGDG

44—
GAGTGCCCCGCAT GCT GAGEGT GGAGGEGEGAT GCAGACGGT GTGGAGGAGCT TCCTGCTGG

VPRMLTVEGMOQTVWRSTFTLILD

ATGCCGCCAAGCCGGET GAGECCAEEEEECCAGECACCCAACCCCCGEET GGT GAGECT GG
AAKPVRPGGQAPNPRV\{DZ:I;{LG

GCGAGCGGECAAGGT GAGGCGGARCGECT GCAGAGEET GEGAGECCTGECEEAGTGCCGCC

ERQGEAERLDZRVGGLAECRL
e

TGCTGGATT TTCCCAGCCCT GEACGACCCTTGGTGGTCAACTTCGGCTCGGECCACCTGAC

L DF ASPGRWPLVVNFGSAT®ScHP

CCCCCTTCGT GECCAGCCT GCCAGCT TTCT GCCGCACGECGEAGGAGT ACCAGECTGECG
P FVASLUPAFCRTAETEYQAGA

CTGACTTCCTQCTGGT CTACATCGAT GAAGCT CAQCCCT CAGACGGECT GAECTGCCACCT
DFLLVYIl DEAHPSUDGWAATS

CGCCCTTCCAQRCT GCCCCGT CATCGCACCCT GGCOGAGAGGT GT TCCGCAECTAGCCTCC

PDZ%:QLPRHRTLAERCSAASLL
—_

TCCTCCGGCACTTCCCGGTGCCCCCCCAGT GCCCAGT GGTAGCCGACTGCATGGACAACG
L RHFPVPPQCPVV ADTCMDNE

AAAGCAACGT GECGTACGGECGT CTCCT TCGAGAGGT TCT GCAT CGT GCAGGACCAGAAGA
S NV AY GV SFERFZCI V QDQKI

TTGTGTACT TGGGEEGEECAAGGEGECCCT TCT TCTACAGCCT GGCAGAEGT CAGGGCATGEC
VYL GGKGPFFYSLAGVRAWL

TTGAGCAACACCGT TGAAACAGGEEGECAAAGGT TAECAGCGAT GCCCCCCACGACCT CCC
E QOQ HR *

Figura 26. Secuencia de nuclettidos completa del fragmento de cDNA de la D2 de Ch.
punctatum obtenido después de analizar el conjunto de los resultados de los 3’y 5'race. Se
muestra la posicion y orientacion de los oligonucle6tidos disefiados.
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1 CAGGAGAGAT GGAAAT TTAGAGAGAGAGAGGCAGGAGCGATAGGAGAGAGACGCT GGAGAG

61 TAACATTGGCCAACCTGAAACAAGAGT TTTAAACGAGT GATGGAATAGT TTTCCCAGCAT

121 TTTGAAAAGT GT AAGAGCGT CCACCT GGAEGAGAAAAAGACAGCT ACAGACCCCAGGEGTC

181 TCCTTTCTGCTCTCT CTCCCCCAAT TCCCAGCACTAACCCCT CCTQCCCATAGAGGTAGA

241 GGAGGGT GECGCERAGGEGAAGGEGEAAGEEECAGCGATGEGT TTGCGCAGT GTTGACCTGC
M GL RSV DWLIL

301 TCATCAAGCTGCAGATCCTGCCGGGT TTCTTCTCCAACTGCCTGT TCCTGGECGGT GTACG
I KL QI L P GFFSNZCLUFLAVYD

361 ATTCGGTGGTACTGCTGAAGCAGGCAGT GTACCGCCT GAGCGGT CCAGCAGCTGGAGATG

SVvVVvV<L>LL KQAVSRL SGPAAGT DG

421 GAGT GCCCCGCAT GCT GACGGT GGAGGGGAT GCAGACGGT GTGGAGGAGCT TCCTACTGG
vV PRML TV EGMQTVWRSFULLD

481 AT GCCGCCAAGCOGGT GAGGCCGEGEEEENCAGGCCCCCAACCCOCGEGT GGTGAGECT GG
AAAKPVRPGGOQAPNPRVYVYRLG

541 GCGAGCGGECAAGGT GAGGCGGAGCGECT GCAGAGEGT GEGAGEOCT GEGCGGAGT GCCGCC

E RQGEAERL QRVYVYGGLAETCRL

601 TGCTGGATTTTGCCAGCCCTGEECGACCC TTGGT GGT CAACT TAGGECTCGGECCACCTGAC
L DFASPGRPLVVNFUGS ATSe P
661 CCCCCTTCGT GEOCAGCCT GCCAGCT T TCT GCCGCACGECGGAGGAGT ACCAGECTGECG
P FVASLPAFUCRTAETEY QAU GA
721 CTGACTTCCTGCTGGT CTACAT CGAT GAAGCT CACCCCT CAGACGGCTGGEGECTGCCACCT
DFLLVYI!l DEAHZPSDGWAATS
781 CGCCCTTCCAGCTGCCCCGT CAT CGCACCCT GGCCGAGAGGT GTTCCGCCGCTAGCCTCC

P FQLPRMHRTLAEIRCSAASIULIL

841 TCCTCCGGCACT TCCCGGTGCCCCCCCAGT GCOCAGT GGTAGCCGACTGCATGGACAACG
L RHFPVPPQCPVV ADT CMDNE

901 AAAGCAACGT GGOGTACGGCGT CTCCTTGGAGAGGT TCTGCAT OGT GCAGGACCAGAAGA
S NVAY GV SFERZFTCI V QDOQKI

961 TTGIGTACT TGGEEEECAAGGERCCCTTCTTCTACAGCCT GGCAGEGEGT CAGSGCATGEC
VYL GGKGPFFYSLAGVRAWL

1021 TTGAGCAACACCGT TGA
E Q HR *

Figura 27. Secuencia de nucleotidos y de aminoacidos deducida del fragmento de cDNA
que codifica para la D2 en el higado de Ch.punctatum. El codén que codifica para
selenocisteina se muestra en color morado. Los codones de de inicio y de paro se muestran
en color rojo

Ante la dificultad de obtener la secuencia completa de la regién 3'UTR de la
D2 en Ch.punctatum, se construyé una quimera uniendo el fragmento de cDNA de
1100 pb con un fragmento de aproximadamente 400 pb que incluye el elemento
SECIS del pez 6seo F. heteroclitus, con la finalidad de expresar in vitro y
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caracterizar la enzima recombinante. EI RNAmM que codifica para D2 es el mas
grande de las 3 desyodasas, con un tamafo de hasta 5 kb. Cabe mencionar que la

construccion esta lista para su expresion, lo cual no se realizé en el presente trabajo.

2.2 Clonacion y caracterizacion de la D3 de la via IRD

Como se menciond previamente, mediante RT-PCR Touchdown a partir de
RNA total de higado y utilizando un par de oligonucle6tidos degenerados, se
amplifico un fragmento inicial de ~150 pb que fue clonado en pGEM-T y secuenciado
(figura 28). Dicho fragmento present6 un porcentaje de identidad del 75% con las D3
de vertebrados reportadas, el cual fue mayor que para las D1 y D2. A partir de la
secuencia de este fragmento inicial, se disefiaron oligonucleétidos especificos (D3-1
y D3-2 / D3-3 y D3-4) para extender el cDNA hacia los extremos 3, y 5" mediante
RACE. Para el 3’'RACE se realiz6 un RT-PCR anidado. En el primer PCR se utilizé
como templado el cDNA obtenido con el oligonucleétido dT-adaptor y como
cebadores el oligonucledtido especifico D3-1 (S) y el oligonucle6tido 3'race-2 (As).
En el segundo PCR se empledé como templado el producto del primer PCR y como
cebadores el par de oligonucleotidos especificos, D3-2 (S) y 3'race-3 (As). En el
segundo PCR se obtuvo un fragmento de ~ 800 pb, el cual se cloné en pGEM-T y

fue secuenciado. Dicha secuencia incluye la region 3'UTR.

1 TTCGGT AGCTGCACGT GACCCCCAT TAAT GGORCGC CT CAAGT CCJ TCCAACHSATOGCT |
1 FGSCTXPPFMABLKSFlRVQ
e — D3-1 Q D34 D32
61 Wﬂ TT CTCCTGATCTACATTGAGGAAGCACAC
21 T QY I AD F L L I Y I EE A H
D3-3

Figura 28. D3 de Ch. Punctatum. Secuencia (nucleétidos y aminoacidos deducidos)
del Fragmento Inicial. Se muestra la localizacion y secuencia de los oligonucledtidos
disefiados para realizar los 3'y 5"RACEs
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Para el 5° RACE, se realizé un RT con RNA total, utilizando el oligo especifico D3-3.
Al RT obtenido se le adicion6 una cola de dCTP en el extremo 3’. Este transcrito se
utilizé como templado del primer PCR con los olignuclettidos especificos 5race-1
(S) y D3-3 (As). El producto de esta reaccion se utilizd como templado del segundo
PCR con los oligonucleoétidoss 5 race-2 (S) y D34 (As). Se obtuvo un fragmento de
~ 500 pb, el cual fue clonado en pGEM-T y secuenciado con oligonucleétidos

especificos del vector (pD13 y M13).

Con los fragmentos generados mediante 3’y 5° RACE, se logré obtener la
secuencia completa del cDNA que codifica para la D3 de tiburon (numero de acceso
en GenBank: EU275162). La secuencia de cDNA y de proteina deducida se muestra
en la figura 29. La clona completa de la D3 de Ch. punctatum fue de 1298 pb e
incluye los codones de inicio y de paro, el triplete TGA que codifica para el amino
acido selenocisteina se localiza en la posicion 123 de la secuencia de aminoacidos.
La sefial de poliadenilacion consenso (AATAAAA) se localizé en los nucleotidos
1283-1288. En la regibn 3'UTR se identificO la secuencia de insercién para
selenocisteina (SECIS) en la posicion 1067-1168. La estructura secundaria del
elemento SECIS corresponde a la forma 2 (figura 30-A) y su secuencia de
nucleotidos mostré una identidad del 70% con la de tilapia y pez pulmonado (figura
30-B). La proteina deducida a partir de la secuencia de nucleétidos fue de 259

aminoacidos, con un PM predicho de 29.4 kDa y un punto isoeléctrico de 7.8.
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1 GAGTAGCAGGGAGATACT GCTGGEGT TTAGGCT TGTACCAAACT CCAACCCCAAGCATGGA
1 M D
61 TCTCCTGAAAGAGATAGT GECTATTCTCATCCTGCTGCOCCGGT TCTTCATCACGECGI T
3 L L KEI VAI L1 L L PRFZFI TAF
121 CATGCTATGGCTACTCGATATCCTATGCATTCGAAAACGECT CT TGCCCAAGAGGAGCEGA
23 ML WLULDI L CI RKIRLILUPIKRRE
181 ACAGACAGAAGGEGAGT GCTGATGATCCTCCTCTGT GT GTCTCGGACACAAACCGAATGIT T
43 QT EGSADUDUPZPLTCVSDTNRMEF
241 TACTCTCGAGT CTGT CAAAGCGAT TTGGTATGECCAAAAACTGGACTTCTTCAAGTCTGC
63 T L ESVKAI WY GQKLDUFFK S A
301 ACACGT GGGECT CGCCGECTCCAAACACCGAAGT AGT GCAGCT ACAGGATCAGAGGAAGGT
83 HYV GS P APNTEVV QL QDQR KV
361 CCGCCTGCTCGACTATAGT CGAGGEECGAGECCACTGGTTCT TAACT TCGGGAGCTGCAC
103 RLLDYSRGARPLVLNFGS ST CT
421 CTGACCCCCATTCATGECGCGCCTCAAGT CCTTCCAACGEGT CGCTACCCAATACGCGEA
123 SecP P F MA RL KSFQRVATQY AD
481 CATTGCGGACTTTCTCCTGATCTACAT TGAGGAAGCACACCCCT CTGACGECTGEGT CAG
143 Il ADF L L I YI EEAMHZPSD G WV S
541 CACCGATGCCCCCTATAATATCCCAAGGCACCGCTCTCTGGAAGACCGACT GAAAGCAGC
163 T DAPYNI PRHRSLETUDURLKAA
601 TAGT CTGATAGACAAGGAGAGCCCCGEECT GCCT TGTGGTCGCCGACACTATGGACAACTC
183 s LI DKESPGCLVYV ADTMDNS
661 TTCCAACTCTGCCTACGGT GCTTACT TCGAAAGGCT GTAT GT CCTGCGGGATCAAAAAGT
203 S NS AYGAYFERLYVL RDAO QQKYV
721 GGTGTACCAAGGAGGGAGGEEECCAGAGEGATACAAGATCT CGGAACT CAGACTGTGECT
223 VY QGGRGPEGYKI §SEL RL WL
781 TGAACAGT ATAAAT CACAGAGCCACAAT TCCAGCACTGICCTGATTGAAGTGTGAATGAA
243 E QY K S QSHNSSTWVLI EV*
841 CTAAATGCACTGAACTTGTAGAAAGGT TAATATATTTTGAACACAGCTCTTGCTCGGTTC
901 TGITTACCGCAATGT TTATGT TTGAACGAACT CGT GAAAGACGTAGTGACTCGTAACTTA
961 CGGTTAATGTGACCTTATTCTCCATGTATATTTGTACATACACTTGAAATTCACTTGI GG
1021 TTATTTTTTATTCTGCTTGACT TGAAGT GAGT CTAAAAAT AAAAGT T GGAAT TCGCAGGT
1081 ATTCTTGACACTTTTTTTATGAAAGCCGGTTTTTAAATGGCCTCAGTGCCAGGAAACCAC
1141 GCCTGAT GI GACAAAGT GT TTGGGATAT AGTGAACTCTTGTGAGGT CAGCACTGTATTGG
1201 GIGTGATTAGAAAACAAATGCCTTTGAGGATAGAT TGTATCTTCACTTTTAGT GT TGAAAT
1261 CAAGCCCTTTATTATATTTAATAATAAATAT TCCAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
1321 AAAA

Figura 29. Secuencia (nucleétidos y aminoacidos) de la D3 del Tiburén Ch. punctatum.
La clona completa comprende 1298 pb (excluida la cola de poli(A). El marco de lectura
abierto es de 777 pb (nucleétidos 58-832), que incluye al triplete TGA que codifica para Sec
en la posicion 422-424 (subrayado). El cod6n de paro TGA en la posicién 260 se indica con
un asterisco. La secuencia del elemento SECIS se localiza en la posicion 1067-1168
(subrayada). La secuencia que forma la estructura secundaria propuesta para SECIS
aparece resaltada. Finalmente la sefial de poliadenilacion AATAAA aparece resaltada.
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Figura 30. Elemento SECIS de la D3 de Ch. punctatum. En A se ilustra la estructura
secundaria que corresponde a una forma 2. En B se muestra la alineacion de las secuencias
SECIS de pez pulmonado, tiburdn y tilapia, en donde los recuadros en rojo corresponden a
las regiones consenso del SECIS en diversas especies.En la alineacién los colores indican
% de identidad, negro: 100%, azul: 75%, amarillo: 33%.

Como en el caso de otras Ds, la sD3 presentd una region hidrofébica entre los
aminoécidos 3 a 31, la cual corresponde a un dominio transmembranal (figura 31). El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la sD3 con las diversas secuencias
de D3 de vertebrados revel6 una identidad del 72%, mostrando regiones muy
conservadas en el parte carboxilo terminal de la proteina (figura 32). Estas regiones
incluyen el denominado “signature domain” FGSCTXP que caracteriza a esta familia

de selenoenzimas.

Eﬂ{vﬂl f‘!lrmmf{m»amﬂ F| jnd /j
AL T

R I I ]
1 63 130 195 239

Hidrofobicidad
LA b L b o= D e b L) L LA

NuUmero de aminoacido

Figura 31. Patrén de hidrofobicidad de la D3 de Ch. punctatum
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Figura 32 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la D3 de Ch. punctatum con
las reportadas para otras especies de vertebrados. Los colores indican % de identidad,

azul: 100%, rosa:75 %, verde 50%, amarillo: 339%p.
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2.3. Caracterizacion de la sD3 recombinante

Se realiz6 la transcripcion in vitro y la expresion del RNAmM de sD3 en ovocitos
de Xenopus leavis. E| cDNA completo fue ligado al vector pXENEX1 disefiado para
la expresion de RNA en ovocitos de X. leavis (Jeziorski et al., 1998). EI cDNA fue
linearizado con Hindlll, purificado y se usé para transcribir el RNA usando T7
polimerasa. Se inyectaron 30 ovocitos con 50 nL de RNA y fueron incubados por 4
dias a 18°C. Posteriormente se prepardé un homogenado para caracterizar la enzima
recombinante. La expresion del cDNA de la sD3 resultdé en una proteina con
caracteristicas cinéticas similares a la enzima nativa. La proteina recombinante
presento una Km para Tz de 5.5 nM (figura 33 A). Un mecanismo de reaccion
secuencial a juzgar por el grafico de dobles reciprocas de la cinética de sustrato (T5)
a distintas concentraciones fijas de cofactor (figura 33 B). El valor de K,, verdadero
para T3 fue de 2 nM. La preferencia por el sustrato fue Tz > T4 > rTz (figura 33 C). Se
evaluo el efecto de PTU (1 mM) vy el resultado mostrd insensibilidad a dicho agente
(figura 33 D).

La presencia de los osmolitos organicos urea y TMAO en el medio de
incubacion mostré diferentes efectos sobre la afinidad de la proteina recombinante
sD3 por el sustrato. Cuando se realizd el ensayo de desyodacién en solucién
amortiguadora de fosfatos, pH 6.5, la enzima presenta una Ky aparente para Tz de
10 nM, mientras que en la presencia de urea o TMAO este valor fue 50 0 9.7 nM
respectivamente. En la presencia de urea mas TMAO, el valor de K, de la enzima
permanece en el mismo rango que cuando se incub6 con buffer de fosfatos. En
términos de la afinidad por el sustrato de la enzima, estos cambios representan una
disminucién de 5 veces en el caso de la urea, mientras que el valor de K, no se

modificé cuando en la mezcla de reaccion se incluydo TMAO solo o combinado.
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Figura 33. Caracterizacion Cinética de la sD3 Recombinate. En A se ilustra la velocidad
de reaccion (actividad expresada como pmol 3,3 -T,/mg/min) en funcién de la concentracion
de sustrato. El inserto muestra la grafica de Lineweaver-Burk. El panel B corresponde a la
grafica de dobles reciprocos para la actividad dependiente del sustrato a diferentes
concentraciones fijas de cofactor. En C se muestra la especificidad por el sustrato y en D el
efecto del PTU en la actividad desyodativa Ts-IRD.
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DISCUSION

La actividad hepatica ORD ha sido la via mas estudiada en todas las clases
de vertebrados. En el caso de los endotermos, el higado es el 6rgano que mas la
expresa y en su mayor parte la via esta catalizada por la D1. En contraste, en el
higado de los peces teledsteos, la actividad ORD es catalizada por D1y por D2 y la
expresion de esta Ultima isoenzima es =20 veces mayor que la del cerebro de ratas
hipotiroideas (Valverde-R. y col., 1997, Orozco y col., 1997). En consonancia con
esta singularidad de los peces teledsteos, los resultados de esta tesis mostraron que
el higado del tiburén Ch. punctatum también expresa los dos is6tipos enzimaticos
que participan en la via de activacion. Ademas, y a diferencia del resto de
vertebrados adultos, el higado de este condrictio también expresa el is6tipo D3 que

cataliza la via IRD o de inactivacion.

En los parrafos que siguen se discute por separado cada uno de los isotipos
enzimaticos caracterizados en la presente tesis.

Desyodasa tipo 1 (D1). El uso de 125

I-rT3 como sustrato ha sido decisivo para
detectar y caracterizar de manera especifica actividad D1 en diversas especies de
teledsteos (Orozco y Valverde-R., 2005). Hasta donde sabemos, este es el primer
estudio en el cual empleando este sustrato, se muestra actividad rTs-ORD en el
higado de un pez cartilaginoso. La caracterizacion cinética de esta via en Ch.
punctatumreveld que la actividad enzimatica es dependiente del cofactor DTT; tiene
una K, aparente de 102 nM y una V. de 350 pmol/mg/h; opera a través de un
mecanismo de reaccidn ping-pong y es resistente a la inhibicion por PTU a
concentraciones de 1 mM. Aunque tiene un valor de Kn sensiblemente menor y es
resistente a PTU, el resto de las caracteristicas operacionales de la via rT;-ORD en
Ch. punctatum son similares a las reportadas para el isétipo enzimético D1 en peces
0seos y en sus contrapartes mamiferas (Orozco y Valverde-R., 2005; Bianco y col.,
2002). La actividad D1 se ha caracterizado en homogenados crudos o en
microsomas hepéaticos de varias especies de teledsteos. Usando homogenados
crudos de F. heteroclitus y de trucha, los valores de Km fueron de 84 y 180 nM,
respectivamente (Orozco y col., 1997; Finnson y col., 1999; Orozco y col., 2000).
Aunque estos valores son semejantes al encontrado en este trabajo para Ch.

punctatum (102 nM); en microsomas hepéticos del pez teledsteo (turbot) la Km es
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significativamente mayor: 2000 nM (Mol y col., 1998). En cuanto al valor de Vmax de
Ch. punctatum (350 pmo/mg/h), este es 10 veces mayor que el de Fundulus 'y trucha
(36 y 28 pmol/mg/h, respectivamente); sin embargo hay que considerar que éstos
altimos se determinaron en homogenados crudos. La Vmax de turbot reportada por
Mol y col., 1998: 720 pmol/mg/h, es casi el doble del valor obtendido para Ch.
punctatum (350 pmol/mg/h). Por otro lado, mientras que la D1 de mamiferos (rata,
humano, etcétera) es inhibida completamente (~100%) por 1 mM de PTU, en los
peces 0seos la sensibilidad de la enzima es significativamente menor. A la misma
concentracion de PTU (1 mM) la D1 del rifidn de tilapia practicamente no se inhibe
(~5%), y en el higado de trucha y Fundulus la inhibicion es 40% y 10%,
respectivamente (Orozco y col.,, 1997, Orozco y col., 2000). En esta tesis, se
encontr6 una insensibilidad semejante para la enzima en el higado de Ch.
punctatum. La resistencia al PTU de las enzimas D1 de peces se ha tratado de
elucidar mediante estudios de mutagénesis dirigida que no son del todo
concluyentes (Sanders y col., 1997, Berry, 1992, Orozco y col., 2003). Debido a que
el PTU es un inhibidor de la D1 acompetitivo con el sustrato y competitivo con el
cofactor, se piensa que interactla con las selenoproteinas formando un complejo
enzima-PTU, y que los aminoacidos que flanquean el sitio activo de la proteina
podrian ser determinantes estructurales de la mayor o menor sensibilidad al
inhibidor. En este sentido, la clonacién y caracterizacién del cDNA que codifica para
la D1 en Ch. punctatum, resultaria una herramienta de gran utilidad para estudiar

estos aspectos.

Por todo lo anterior y aunque aun resta por clonar y expresar la enzima que
cataliza la via rTs-ORD en Ch. punctatum, es razonablemente valido considerar que
la enzima caracterizada en esta tesis con ese sustrato corresponde al isotipo D1. En
cuanto al papel que la isoenzima pudiese jugar en esta clase de vertebrados, aun
resulta aventurado asignarle una funcién especifica. En el caso de los mamiferos,
hasta hace algun tiempo se pensaba que la D1 era la principal fuente de hormona
tiroidea activa circulante; el concepto ha cambiado y al parecer la enzima aporta Tz a
la circulacién en casos particulares como el hipertiroidismo, la deficiencia de yodo o
la tirotoxicosis (Gereben y col., 2008). Aun mas, tomando en cuenta que al menos
en mamiferos, la sulfatacion de los sustratos favorece la actividad IRD de la D1

(Visser 1994), en los peces no es claro el papel que la sulfatacién juega en la
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desyodacion catalizada por la D1. Se ha propuesto incluso, que la D1 en los
teledsteos no desyoda el anillo interno de las yodotironinas, lo cual daria como
resultado la acumulacion de un exceso de sustrato que regularia a la baja la
transcripcion de la enzima (Garcia y col., 2004). Esto ultimo es apoyado por la
observacion de que la D1 de microsomas renales de tilapia cataliza de manera
insignificante la desyodaciéon del anillo interno de la T3 y la T; sulfatada (Sanders y
col.,, 1997). Por todo lo anterior, el estudio de la D1 se torna particularmente
interesante y sera importante ampliar el conocimiento de este isotipo en los peces

cartilaginosos.

Desyodasa tipo 2 (D2). La caracterizacion cinética utilizando **

I-T4 como
sustrato, revelo la presencia de actividad desyodativa con caracteristicas de una D2
en la fraccion microsomal hepéatica de Ch. punctatum. Esta actividad T,4-ORD tiene
una Kmn en el rango nanomolar; su mecanismo de reaccién es secuencial y es
insensible a la accion del PTU en concentraciones de 1 mM. El valor de K, (1 nM)
es semejante al reportado en el higado de diversas especies de teledsteos: trucha
(0.6 a 1 nM; Orozco y col., 1997, Frith y Eales., 1996); american plaice,
Hippoglossoides platessoides (0.6 a 4 nM; Adams y col, 2000); red drum, Sciaenops
ocellatus (1.6 nM; VanPutte y col., 2001); esturion de lago (6.7 nM; Plohman vy col.,
2002), Fundulus (0.5 nM, Orozco y col., 2000); tilapia (1.3 nM; Mol y col., 1997); pez
gato (1.3 nM; Mol y col., 1998). En Squalus acanthias, la Unica especie de tiburén
donde la actividad T4-ORD se ha caracterizado parcialmente, el valor de K, (224 nM;
Leary y col., 1999) es significativamente més alto que los informados en la literatura
y dificiimente se puede asumir que corresponde al isotipo D2. Ademds, cabe
mencionar que en dicho estudio se utilizaron concentraciones de sustrato en el
rango de 0 a 125 nM, por lo que esa K, tendria que ser reconsiderada. Entre los
vertebrados, el higado de los teledsteos es uno de los érganos que presenta la mas
alta actividad D2 (Orozco y col., 2000). Los resultados de esta tesis muestran que el
higado de Ch. punctatum expresa actividad D2 con una Vo de 55 pmol/mg/h (0.91
pmol/mg/min). Este valor, sensiblemente mayor que el reportado para microsomas
de higado de tilapia (0.127 pmol/mig/min; Mol et al., 1997), sugiere que la actividad
D2 en el higado de Ch. punctatum es de las mas abundantes hasta ahora

reportadas. La via T4ORD catalizada por la D2 controla las concentraciones
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intracelulares de hormona activa (T3) que puede acceder rapidamente a los
receptores nucleares y ejercer su efecto en la expresion génica (Yen y col., 2001).
En algunos teledsteos como la tilapia, se ha propuesto que la D2 es la principal
fuente generadora de T3 plasmatica (Van der Geyten y col., 1998). La actividad D2
es finamente regulada por diversos factores entre los cuales destacan el aporte de
sustrato y producto; es decir, las concentraciones de T, y T3, respectivamente; asi
como la composicion (carbohidratos, lipidos y proteinas) y aporte calorico (ayuno)
del organismo (Leatherland., 1994, Orozco y col., 2005). Por ejemplo, en trucha
arcoiris la actividad T,-ORD hepatica disminuye luego de la administracién de Tz en
el alimento, asi como después del ayuno (Finnson y Eales., 1999). Otros estudios en
tilapia y en Fundulus (Mol y col., 1999; Garcia y col., 2004) han mostrado una mayor
expresion tanto de la actividad D2 como de su mRNA durante estados hipotiroideos
y lo contrario durante hipertiroidismo. Recientemente (Garcia y col., 2007), se ha
mostrado que en Fundulus, la administracion de 3,5-T», una tironina que se
consideraba inactiva, disminuye la actividad y la expresion (mRNA) de la D2
hepatica. El efecto de la 3,5-T, es equipotente al que ejerce la Tz y ocurre de manera
mas rapida. Todo lo anterior expande el escenario clasico de la fisiologia tiroidea y
plantea una serie de nuevas preguntas, algunas de las cuales se resumen en la

seccion de perspectivas de esta tesis.

De acuerdo a las caracteristicas cinéticas de la enzima que cataliza la via Tas-
ORD en Ch. punctatum, podemos decir que se trata de una D2, lo cual es apoyado
fuertemente por la clonacion de un fragmento de cDNA (1080 pb) que presenta un
porcentaje de identidad con sus homodlogos D2 de diversas especies del 73%. La
secuencia de aminoacidos deducida es de 254, con el triplete TGA que codifica para
Sec localizado en la posicion 128, la cual corresponde al sitio activo de las
desyodasas donde estan presentes ademas diversos aminoacidos muy
conservados. El fragmento clonado tiene una region 5° UTR de ~270 pb; sin
embargo, se sabe que en otros vertebrados la D2 posee una region 5’UTR larga y
estructurada de = 600 a 700 pb (Gereben y col., 2002). Por esta razon es necesario
verificar la secuencia y precisar la longitud de esta region en Ch. punctatum. En
cuanto a la regién 3'UTR de las D2, se sabe que esta tiene una longitud de hasta 5
kb con numerosos repetidos AUUUA que hacen inestable al mRNA (Gereben y col.,
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2002). Probablemente esta es la razén por la cual no fue posible obtener la
secuencia de esta regiébn en Ch. punctatum. El mRNA de la D2 es de los més
grandes descritos en vertebrados, con 7.5 kb en humano (Buettner y col., 1998) y
rata (Gereben y col., 2001), 8 kb en ratén (Davey y col., 1999), y 6 kb en pollo
(Gereben y col., 1999), los mas pequeios son los de Fundulus con 4.7 kb (Orozco y
col., 2002) y pez pulmonado con 1.8 kb (Sutija y col., 2003). En el marco abierto de
lectura de varios de los cDNA’s que codifican para D2: humano (Salvatore y col.,
1999), ratén (Davey y col.,, 1999), pollo (Gereben y col., 1999), pez pulmonado
(Sutija y col., 2003) se ha identificado un segundo codén TGA situado casi al final de
la regién codificante. Este coddn no se identifico en el fragmento de la D2 de tiburdn.
Finalmente, y aunque no es claro su significado funcional, en algunas especies, se
han descrito variantes de la D2 que se expresan de manera tejido especifica y
muchas de ellas son el resultado de splicing alternativo, tal es el caso del higado y
cerebro de pollo (Gereben y col., 2002), la coclea de raton (Campos-Barros y col.,
2000) y diversas lineas y tejidos celulares como cerebro humano, pulmén, rifidn,
corazon y traquea (Bartha y col., 2000, Gereben y col., 2002, Ohba y col, 2001). En
el caso de los peces , se han reportado transcritos de RNAm de diferente longitud en
higado, rifién, corazén y branquia en el pez pulmonado (Sutija y col., 2003).

Desyodasa tipo 3 (D3). En peces, la via IRD o de inactivacion ha sido menos
estudiada que la via ORD o de activacién; de hecho, en el caso de los peces
cartilaginosos, no existen reportes que documenten la caracterizacion de las
enzimas que participan en dicha via. El presente trabajo es pionero en la
caracterizacion operacional y molecular de la D3 en condrictios. La actividad D3 se
ha identificado en todos los grupos de vertebrados y el cDNA se ha clonado en
xenopus (St. Germain y col., 1994); rata (Croteau y col., 1995); humano (Salvatore y
col., 1995); rana (Becker y col., 1995); pollo (Van der Geyten y col., 1997); tilapia
(Sanders y col., 1999); pez pulmonado (Sutija y col., 2004); cerdo (Wassen y col.,
2004); vaca (Connoy y col., 2005); trucha (Bres y col., 2006) y vibora (Villalobos y
col., resultados no publicados, 2009). La enzima se ha expresado y caracterizado
totalmente solo en xenopus, humano, rata y tilapia. En esta tesis, los resultados de
la caracterizacion cinética de la via IRD muestran que las propiedades cataliticas de

la D3 de tiburon (sD3) son similares a las reportadas para otros vertebrados. Es
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decir, la enzima de Ch. punctatum tiene una Ky con un valor en el rango nanomolar,
un mecanismo de reaccion secuencial, la actividad no se ve afectada por PTU y la
preferencia por los sustratos es Tz > T, El valor de V,, aparente para esta D3: 2.7
pmol7mg/h (0.045 pmol/mg/min) es de los mas altos reportados hasta la fecha en
peces, aun mas que en las branquias de tilapia (0.016 pmol/mg/min; Mol y col.,
1997) o el higado de trucha (Johnston y Eales., 1995). Ademas de estas
caracteristicas cinéticas y operacionales, la sD3 clonada en esta tesis comparte un
alto grado de identidad (72%) con los otros miembros de esta subfamilia de
desyodasas. Esta elevada conservacion estructural refleja el importante papel que

juega esta enzima durante el desarrollo en los vertebrados.

En términos funcionales, la sD3 exhibe al menos dos -caracteristicas
distintivas que ameritan estudios adicionales. Entre los vertebrados adultos la
presencia de D3 en el higado parece ser una caracteristica Unica de algunas
especies de peces. Ademas de este trabajo, la presencia de actividad D3 hepatica
en peces adultos, se ha reportado en trucha (Johnston y Eales., 2005), american
plaice (Adams y col., 2000), esturion de lago (Plohman y col., 2002) y salmén del
atlantico y del pacifico (Plate y col., 2002, Specker y col., 2000). En otros
vertebrados, la expresion hepatica de la D3 esta restringida a etapas del desarrollo
embrionario y neonatal; se ha reportado en embriones humanos (Richard y col.,
1998), rata neonatal (Galton y col., 1991, Bates y col., 1999), embrién de pollo
(Valverde y col.,, 1993), renacuajos (Becker y col., 1997), cocodrilo en etapa
embrionaria (Shepherdley y col., 2002) y en agnatos durante la fase larvaria
(Valverde-R y col., 2004). Durante la embriogénesis y en estadios ontogenéticos
especie especificos, la actividad D3 contribuye a la homeostasis local de las
hormonas tiroideas al prevenir la exposicion prematura de los tejidos en desarrollo a
niveles elevados de TH (Valverde-R y col., 1993; Bianco y col., 2002). Por lo tanto, y
aunque su papel fisiolégico debe ser elucidado, la informacién disponible permite
proponer que en algunos peces y en la vida adulta, la D3 hepética continua jugando
un papel protector asociado a la exposicion a cantidades considerables de HT
exdgenas ingeridas por aquellas especies predadoras que devoran a su presa
completa, lo cual se atribuye a la ingesta de tejido tiroideo el cual pudiera contribuir a

la elevacion en los niveles de TH. En este sentido, en trucha (Eales y Finnson.,
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1991, Sweeting y Eales., 1992, MacLatchy y Eales., 1993, Bres y col., 2006) y tilapia
(Mol y col., 1999, Van der Geyten y col., 2005) alimentadas con alimento
suplementado con T3, solamente incrementa de manera significativa la actividad D3
del higado, pero no la de otros tejidos como las branquias, cerebro y rifiébn. Una
correlacion similar entre la dieta y la actividad D3 se observé en el esturion del lago,
cuando el cambio de dieta de pellets de trucha a zooplancton marino, redujo los
niveles de T3z plasmatica e incrementd la actividad T3-IRD hepatica e intestinal
(Plohman y col., 2002). Comparado con los ambientes de agua dulce y terrestre,
este incremento de la D3 hepética en respuesta a una fuente exdégena de TH es
consistente con la estrategia alimentaria de las especies silvestres y el relativamente
alto nivel de yodo en los metabolitos de la cadena alimentaria marina y el flujo de
nutrientes (Valverde-R y col., 2004, Heyland y Moroz., 2005, Yun y col., 2005). Al
parecer el contenido de T3 en la dieta puede jugar un papel importante en regular la
actividad desyodativa hepatica en especies piscivoras. Un hecho que apoya esta
propuesta es que la actividad especifica de la D3 hepatica es significativamente
mayor (en el orden de pmol) en el higado de Ch. punctatum que en tilapia (rango de
fmol) (Van der Geyten y col., 2005) una especie de agua dulce y herbivora. Esta
correlacién entre habitos alimentarios y expresion de la D3 se ha documentado
durante el periodo parasitario de los agnatos en donde la actividad T,y TsIRD es
significativamente mayor en el intestino que en el higado (Eales y col., 1997,
McLeese y col., 2000). Todos estos datos sugieren que el intestino y el higado son
sitios primarios de desyodacién de TH en craneados inferiores y peces carnivoros y

apoyan el posible papel protector que juega la D3.

Tomando en cuenta el peculiar mecanismo de osmorregulacion de los peces
cartilaginosos, en esta tesis se evalud el efecto de los osmolitos TMAO y urea en la
actividad desyodativa de la sD3 recombinante. Los resultados mostraron que la
presencia de urea altera significativamente las propiedades cataliticas de la D3, de
manera particular, la afinidad por el sustrato (Km) se redujo significativamente.
Como era de esperarse, el TMAO solo o0 en combinacion con la urea contrarresta el
efecto de esta ultima. Aunque estos datos no coinciden del todo con lo reportado por
Leary y col.,, 1999 si son consistentes con la estrategia ureosmoética de los

elasmobranquios marinos. La urea y el TMAO son los dos principales osmolitos
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fisiologicos en este grupo de hiper-osmorreguladores ureotélicos. En especies de
tiburones marinos como Ch. punctatum, la urea en el plasma y en las células
musculares alcanza concentraciones de 300 y 200 mM, respectivamente. Los
efectos desestabilizantes de la urea son balanceados por el TMAO, el cual
constituye aproximadamente un 90% de las metilaminas presentes en el plasma de
elasmobranquios (Anderson y col., 2007, Treberg y col., 2006, Hazon y col., 2003).
Los resultados del presente trabajo sugieren que en Ch. punctatum, el TMAO juega
un papel importante protegiendo la actividad catalitica de la D3 al contrarrestar los

efectos desnaturalizantes de la urea.

En conjunto y desde una perspectiva evolutiva, la actividad de las desyodasas
en los vertebrados parece corresponder a una funcion ancestral que regula de
manera precisa y en tiempo y lugar, la captura celular y la bioactividad de
compuestos yodados. El hecho de que la via T3-IRD y la actividad D3 estén muy
conservadas y se expresen durante la vida adulta en el higado de especies
predadoras que devoran completa a su presa, es consecuente con su historia
filogenética ancestral, asi como con su importancia fisiologica evitando la exposicion

a concentraciones inapropiadas de hormonas tiroideas exégenas.
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CONCLUSIONES

1. El higado del tiburén Ch. punctatum presenta actividad rTz-ORD; T4-ORD y Ts-
IRD

2. La via ORD o de activacién, esta catalizada por los isotipos enzimaticos D1 y

D2 y la via IRD (inactivacién) por el isotipo D3.

3. La clonacién de un fragmento de cDNA (1100 pb) que presenta 68% de
identidad con las D2 de otros vertebrados, confirma parcialmente la expresiéon

de este isotipo en el higado de Ch. punctatum.

4. La expresion y caracterizacion del cONA completo que codifica para el isotipo
D3, confirma la expresién de esta desyodasa en el higado del tiburon Ch.
punctatum.

PERSPECTIVAS

En lo inmediato y para concluir esta primera aproximacion al estudio de las

desyodasas hepaticas en esta especie de condrictio se requiere:

Completar la clonacion del cDNA que codifica para la D2 y por otro lado

expresar y caracterizar la proteina quimeérica en ovocitos de X. laevis.

Clonar y expresar el cDNA que codifica para la D1 hepatica.

Por otra parte es evidente que los resultados de esta tesis expanden el horizonte
experimental de la fisiologia tiroidea y plantean, entre otras, la siguiente interrogante:

¢La expresion hepatica de los tres isotipos enzimaticos es exclusiva de los peces

piscivoros, o también ocurre en otros vertebrados que devoran entera a su presa?
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ANEXOS

ANEXO 1
CONDRICTIOS

Los condrictios son una clase de vertebrados que incluye a los tiburones, rayas y
quimeras. Se caracterizan por un esqueleto interno de cartilago en lugar de hueso.
Los condrictios son animales muy exitosos que aparecieron hace cerca de 400
millones de afios, mucho antes de la era de los dinosaurios. Los tiburones y las
rayas han mantenido su posicibn como importantes predadores en muchos
ambientes marinos y algunos de agua dulce.

Disefio basico

Los tiburones han mantenido el mismo plano basico de su cuerpo a lo largo de su
historia Tipicamente tienen un cuerpo aerodinamico con un hocico largo, 5 a 7 pares
de hendiduras branquiales, una pequefia apertura espiracular, aletas pélvicas y
pectorales en pares, una o dos aletas dorsales, una aleta anal (ausente en algunos
grupos) y una aleta caudal de forma creciente. Los tiburones machos poseen
claspers —accesorios en par usados en el apareamiento- asociados con sus aletas
pélvicas.

Las rayas, muy cercanos de los tiburones, habitan principalmente en la profundidad
del océano y han desarrollado un cuerpo en forma de disco aplanado, con los ojos
localizados en la superficie de la cabeza. Usan sus aletas pectorales expandidas
como alas para deslizarse airosamente por el agua. Muchas rayas han modificado
sus dientes en placas incrustadas planas para alimentarse de moluscos y
crustaceos.

Ademas de los tiburones y las rayas, los condrictios incluyen un tercer grupo: el de
los Holocephali, comunmente referido como quimeras, peces elefante o peces rata.
Hay alrededor de 35 especies vivas, todas marinas y encontradas principalmente en
aguas frias profundas. Al igual que los tiburones y las rayas tienen un esqueleto
cartilaginoso y los machos tienen claspers asociados con sus aletas pélvicas. Sin
embargo, difieren marcadamente en algunos aspectos que no se revisaran aqui.

Los peces cartilaginosos no poseen vejiga natatoria, la cual usan los peces 0seos
para mantenerse en flote, en lugar de esto poseen grandes higados grasosos para
evitar el hundimiento. No todos los tiburones tienen que mantenerse continuamente
nadando para vivir, muchas especies, regularmente descansan en el fondo. La
mayoria de los tiburones son predadores activos y tienen dientes afilados en forma
triangular, los cuales producen y mudan continuamente (Luer., 2000).
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Diversidad

Los tiburones y las rayas son miembros importantes de muchos ecosistemas
marinos y de agua dulce y el grupo no es muy diverso. Hay cerca de 600 especies
vivas de rayas y aproximadamente 350 especies de tiburones. En comparacion, el
namero de especies de peces 0seos es de 23 000. El tamafio de los tiburones es
variado desde 20 cm de longitud total (Etmopterus perryi) hasta el gigante tiburon
blanco de 12 m (Rhincodon typus). De acuerdo a clasificaciones recientes, los
tiburones y rayas se dividen en dos grupos principalmente: el Squalea y el
Galeomorphii (Figura 1).

Carcharhiniforrmes - requiern, harnmerhead, tiger,
lernon and cat sharks

o
e
\ Larmniformes — basking, thresher, sand tiger, mako
and great white sharks

Crectolobiformes — whale, nurse, bamboo and
wiabbegong sharks

Galegmurph” Heterodontiformes — horn and bullhead sharks

/

Hexanchiforrmes — cow and frill sharks
Squalea Echinorhiniforrmes — bramble sharks
Squaliforrnes — dogfish and slesper sharks

Squatiniforrnes — angel sharks
Pristiophoriformes — sawsharks

Rajiformes — skates and rays

Figura 1. Relacién evolutiva de los grupos mayoritarios de elasmobranquios
modernos (Tomado de Gottfried., 2001)

Habitats

Los condrictios habitan un amplio rango de ecosistemas acuaticos, principalmente
marinos. Son mas comunes y presentan mayor diversidad en ambientes marinos
templados a tropicales, en areas de arrecifes y poco profundas. Pocas especies se
encuentran por debajo de los 2000 m (la especie Centrophorus, puede encontrarse
hasta los 4000 m). Muchas especies de tiburones ocupan grandes nichos marinos
de predadores, donde hay una gran diversidad de peces y animales que son sus
presas potenciales. Estos habitats generalmente incluyen fondos arenosos poco
profundos, estuarios, arrecifes rocosos y de coral y bosques de algas. Pocas
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especies incluida Carcharhinus leucas, entran en ambientes de agua dulce. Algunas
rayas pasan su vida completa en agua dulce, incluidas las rayas de los rios de
América del Sur (Gottfried., 2001)

Reproduccion

Los peces cartilaginosos, a diferencia de los peces 6seos, se caracterizan por tener
un numero relativamente bajo de progenie, desde uno a una docena dependiendo
de la especie. Estas especies poseen una serie de especializaciones reproductivas,
para proveer a su descendencia de nutrientes, eliminar desechos y cubrir las
demandas respiratorias. La reproduccién puede ser ovipara o vivipara. Los huevos
se fertilizan internamente, los machos usan sus claspers para depositar el esperma
durante la copulaciéon. En la mayoria de los tiburones, las etapas iniciales de la
embriogénesis generalmente ocurren dentro del utero femenino, con un periodo de
gestacion muy largo, hasta de dos afos, y la nutricion a través del gran saco de la
yema. El desarrollo de los viviparos puede ser placentado o bien aplacentado. La
viviparidad en elasmobranquios se puede clasificar como: 1) variedad aplacentaria
con yema (aplacental yolk cas variety), tradicionalmente llamada ovoviviparo 2)
aplacentaria oofagica (aplacental oophagous), con o sin canibalismo intrauterino, 3)
aplacental with uterine villi or trophonemata o 4) placentaria. (Hamlett., 2001).
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ANEXO 2

Chiloscyllium punctatum

Reino Animalia

Filum Chordata

Subfilum Vertebrata

Clase Chondrichthyes
Subclase Elasmobranchii
Superorden Euselachii

Orden Orectolobiformoes
Familia Hemiscyllidae
Genero Chiloscyllium
Especie Punctatum

Chiloscyllium punctatum (tibur6n bambl de bandas oscuras) es una especie tropical
ampliamente distribuida en el pacifico indo-oriental. Incluye las regiones de Java, las
costas del sur de Papua Nueva Guinea hasta las costas norte de Australia. Se
encuentra a profundidades de hasta 85 m. Habita en arenas blandas y en arrecifes
de coral. Se alimentan de crustaceos, moluscos y peces bentdnicos. La especie es
muy resistente y puede tolerar la hipoxia ambiental severa, una caracteristica que le
permite ocupar y sobrevivir en medio amientes que cursan con condiciones de
hipoxia ciclicas, como los pisos de arrecifes coralinos. Es una especie ovipara. Al
salir del cascaron tiene un tamafio de 13 a 17 cm y alcanza un maximo de ~ 118 cm.
Al alcanzar la madurez su tamafo es de 68-76 cm (machos), 63 cm (hembras). Esta
especie se ha adaptado facilmente a los acuarios, en parte debido a su tamafio, a la
temperatura ambiente en la que sobrevive (22-27°C) y a los habitos que tienen de
pasar gran parte del tiempo escondidos entre las rocas y pequefias cuevas.

http ://www. petsforum.com/cis-fishnet/seascope/MA0298.htm/

119



ANEXO 3

General and Comparative Endocrinology 156 (20081 454 -46%

General and Comparative Endocrinology

journal homepagsa: www . alsevier.com/locate/ygcen

Contents lists available at ScienceDirect

Short Communication

Cloning and characterization of a type 3 iodothyronine deiodinase (D3)
in the liver of the chondrichtyan chiloscyllium punctatum

Lidia Mayorga Martinez, Aurea Orozco *, Patricia Villalobos, Carlos Valverde-R
Inarimito de Newsobiologia, Deparraimento de Newroliologia Celular y Malsculor, Untversidod Nacfonal Atdniania de, Camegars URAM-UAG, Niedgid o, R0 75230 Querdara, Mexica

ARTICLE 1INFO

ABSTRACT

Ardele histary:
Received 32 November 2007
Revized 20 February 2008
Accepted 25 February 2008
Availatile online 29 February 2008

Kepwords

lodothyronine deiodinass
Type 3 dedodinase
Nner-ring defodination
Chondrchtyan

Thymid hormaone bioactivity is finely regulated atthe cellular level by the peripheml iodothyronine deio-
dinases (D). The study of thyroid function in fish has been restricted mainly toteleosts, whereas the study
and characterization of Dz have been overlooked in chondrichthyes. Here we repaort the cloning and oper-
atiomal characterization of both the native and the recombinant hepatic type 3 iodothyronine dejodinase
in the tropical shark Chilosoeliium pune mem. Native and recombinant =03 show identical catalytic activ-
ities: a strong preference for Te-inner-ring deiodination, a requirement for a high concentration of OTT, a
soguential reaction mechanism, and mesistance to PTU inhibition. The cloped cDNA contains 1298 nucle-
otides [excluding the polyA) tail] and encodes a predicted protein of 259 amino acids. The triplet TGA
coding for selenocysteine (Sec) is at positon 123, The consensus selenocysteine insertion sequence
{ SECISywas identified 228 bp upstream ofthe polyl Al tail and corresponds to form 2. The deduced aming
acid sequence was T7% and 72% identical to other D3 cDNAs in fishes and other vertebrates respectively.
Aszin the case of other piscivore telepst species, shark expres ses hepatic D3 through adulthood This char-
acteristic may be associated with the alimentary strategy in which the protection from an exopenous

averoad of thyroid hormones could be of physiological importance for thyroidal homeostasis.

@ 2008 Elsevier [nc. All rights reserved.

1. Introduction

In all vertebrates, in concert with the neuroendocri ne cascade of
regulatory signals controlling their production and release by the
thyroid gland, intracellular thyroid hormone {TH) homeostasis is
finely tuned by a set of target-cell reductive dehalogenases gener-
ically called indothyronine deiodinases or Ds. This ubiquitous F2m-
ily of selencenzymes has differing catalytic properties which have
led to the recognition of three distinct isotypes: D1, D2, and D3,
These enzymes act upon Ty, the major odothyronine produced
exclusively by the thyroid gland. Depending on the ring of the mol-
ecule from which bodine atoms are removed, Ds catalyze two dif-
ferent but complementary metabolic routes that generate active
o inactive isomers of both triiodothyronine and diiod othyronine
(Ts and Tz, respectively). The activating or outer-ring deiodinating
pathway [(ORD) is catalyzed by D1 and D2 and produces active
indothyronines by converting Ta to Ty. On the other hand, the inac-
tivating or inner-ring deiodinating (IRD) pathway is catalyzed by
D1 and D3 and produces the inactive isomers: 1Ts from Ts, as well
&5 3,3-T7 and 3.5-Tz from Tz and rTs, respectively {Bianco et al.,
2002),

* Correspomding awthar. Fax: +52 442 238 1038,
Eanail addvesses lidiamm2@yaloo comoms (LM Martinez), aweac@servidor
wnamms (A Orozeo) aguileraviBgmaileom (P Villalobos ) cavaro@servidor
unamums {C Valverde-R L

01554505 - s8e frant matter & 2008 Flsevier Inc. All rights reserved.
dai: 101015 ygcen 200802 012

Ascompared tootherver tebrates, the study of thyroi d function in
fishes has been mainly restricted o tel eosts, with minimal examina-
tioninother fish species. Available data reviewed elsewhere (Orozco
and Valverde-R, 2005) indicate that, although similar in their molec-
ular and kinetic properties, the regulation and orgz2 notypic distrilwu-
tion of telepstean Ds differ significantly from their vertebrate
counterparts. Infish, the least studied deiodinative route is the inac-
tivating one, which has, however, been found te be highly expressed
in trout skin(Fenton et al., 1997} and tilapia brain {Maol et al, 1997},
Ty and{or Ts-IRD activity has been documented in the brain andfor
the liver of trout (Johnston and Eales, 1995; Frith and Eales, 1996,
Mol et al., 1998; Plate et al., 2002); tilapia, catfish, and turbot (Mol
etal, 1998); American plaice (Adams et al., 2000); Atlantic salmon
{Specker et al, 2000} and lake sturgeon (Plohman et al, 2002} Sim-
ilarly, Ta and Ts-IRD activity has beendetected in the retina and the
olfactory epithelium of rainbow trout and sockeye salmon (Plate
et al, 2002}, as well as in the liver, intestine, muscle, and brain of
the Atlantic Hagfish, Mixine glutinosa (McLegse et al., 2000), and
the liver and intestine of the metamor phosing sea lamprey (Eales
et al, 2000} Although D3 cDNAs have been cloned from the liver
of tilapia (Sanders et al., 19%5), Australian lungfish (Sutija et al,
2004, trout{Bres et al, 2006}, and recenty a fragmentfromwalleye
[Picard-Aitken etal, 2007}, only the til apia clone has been expressed
and characterized (Sanders et al, 1999}, However, in the case of
chondrichthyans, one of the two earliest extant jawed vertebrates
[gnathostomes), there is no information regarding the IRD pathway.
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To our knowledge there is only one study in which hepatic T4-ORD
activity was partially characterized (Leary et al., 1999). Here, we re-
port the operational characterization of hepatic D3 in the tropical
marine brown-banded shark Chiloscyllium punctatum, as well as
the cloning and expression of the cDMA that encodes type 3 deiodin-
asein this chondrichthyan. The abundant expression of D3 found in
the adult shark liver suggests that this feature is not unique to teleost
species. Furthermore, the high hepatic D3 expression and the fact
that shark entirely engulfs its pray, suggest that D3 may play a key
physiological role in preventing the thyroid hormone overexposure
implicit in this feeding strategy.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Sharks ranging from 25-50 cm in total length were obtained from a commercial
fish collector. Animals were held at252 1°Cin a seawater aquarium in the labora-
tory under 2 12 h:12 h L:D photoperiod. They were fed with shrimp ad libitum twice
a week and acclimated for 20 days. Prior to sacrifice, sharks were anesthetized in
MS-222 05gL") and the livers were immediately dissected and quick frozen.
All animal procedures were reviewed and approved by the Animal Welfare Com-
mittee of our Institute.

22 Reagents and chemicals

Mon-radicactive iodothyronines (rTa, Ta, Ts), FTU (6-n-propyl-2-thiouracil),
urea, TMAO (trimethylamine N-oxide), M5-222 (triczine methane sulfonate), and
synthetic oligonucleotides were obzined from the Sigma Chemical Co. (St Louis
MO). *l-labeled T; and T, (specific activities: 1200 uCi/ug) were purchased from
Perkin-Elmer Life Sciences, Inc. (Boston MA). Radiolzbeled thyronines were purified
prior to use by means of a SEP-PACK C18 cartridge from Millipore (Waters Chroma-
tography, Boston MA). Bradford reagents for protein determination were from Bio-
Rad (Richmaond, CA). Dithiothreitol (DTT) was obtained from Calbiochem (La Jolla,
CA). Tag DNA polymerase was obtained from MEIFer mentas. TRIzol reagent; dNTPs,
RENase H-, RMNase inhibitor (RNasin), SuperScript™ [ RNase H- reverse transcriptase,
and Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (1TdT) were from Invitrogen {Carlsbad,
CA). Hindlll, Ncol, and Notl were from New England Biolabs (Ipswich, MA). pGEM-T
vector was obtained from Promega (Madison, W)

23 Microsomes

Preparation of microsomal fractions was based on a previously described meth-
od (Mol et al., 1997) that was modified for these experiments. Briefly, liver was
homogenized in 10 volumes of buffer (0.25M sucrose, 10 mM Hepes, 1 mM DTT,
pH 7) and centrifuged 10 min at 3000g. The supernatant was then centrifuged for
30 min at 10,000g, and the resulting supernatant was again centrifuged for
40 min at 40,000g. The final pellet was resuspended in 5 volumes of buffer, snap-
frozen in aliquots, and stored at —80 =C.

24, Deiodinase activity and kinetic characrerization

Type 3 deiodinase activity was assessed for both the native (microsomal prep-
arations) and recombinant enzyme (whole cocyte homogenates) using a descend-
ing chromatography system as previously described (Fenton et al, 1997). In brief:
the assay mixture contained 2 nM 1Ty, varying concentrations of DTT, unla-
beled Ts, and a saturating concentration (1 pM) of unlabeled rT; to minimize
the ID1-IRD activity. Conversion of labeled Tz to radioactive 33Tz was corrected
for the non-enzymatic deiodination observed in blanks incubated in the absence
of protein (buffer blank) The labeled compounds present in the reaction mixture
were resolved by descending paper chromatography (Bellabarba et al., 1968) and
counted in a gamma scintillation counter (Cobra I, Auto-Gamma). In all cases, less
than 30% of the substrate was consumed during the reaction. Results are ex-
pressed either as percentage of deiodination or as the enzyme specific activity
[pmol 3,3-T; mg' min~']. Protein concentrations were determined using the
Bio-Rad protein assay reagent and BSA as the standard. Kinetic characterization
included the following parameters: protein concentration (1-200mgmL™"), pH
(5-8, at intervals of 0.5), cofactor (DTT) concentration (1-100mM), as well as
incubation time (1-3h) and temperature (15-45 °C). The effect of organic osmo-
lytes, 400 mM urea or 200 mM TMAD, or 2 mixture of both, was assessed (n=6
independent assays) using the recombinant shark D3. Kinetic constants were
determined by non-linear fit of the raw data to the Michaelis-Menten equation
using the GraphPad Prism 4.02 program. Experimental data were analyzed by
double reciprocal plots to determine the operational characteristics of the enzyme
(Vimaxs K. and the reaction mechanism

2.5 Cloning, sequencing, and expression

Total RNA was extracted from shark livers with the TRIzol reagent. Reverse
tramscription was performed using 10 pg total ENA and an oligo{dT) adaptor primer
(GACTTCAGGCTAGCATCGATCCATGGGTCGAC Thal ). A pair of degenerate primers
that recognize the active site of deiodinases TTYGGNWSCTGY ACNTGACC (sense),
and TTYTTRAANGCCCANCCRTC (antisense) was used for PCR with a touch-down
protocol. The reaction yielded a fragment of 130bp, which was subcloned into a
pGEM-T vector and sequenced. Based on this sequence, specific primers were de-
signed to perform 3 and 5 rapid amplifications of cDNA ends (RACEs) in a series
of nested PCRs. 3'RACEs were performed using sequence-specific primers and a pair
of oligonucleotides that anneal to the adapter sequence in the oligo (dT) primer. For
5'RACE, a series of RTs were performed with total RNA and specific antisense prim-=
ers. The resulting cDMNAs from the di fferent BT reactions were treated with iTdT and
dCTPs to add a poly(dC) extension to the 3‘'end. The products of these reactions
served as templates for nested PCRs in a S'RACE. The amplified products from both
3" and 5'RACE were cloned and sequenced. Once the entire cDNA sequence was ob-
tained from the overlapping fragments, 2 sense and an antisense primer were de-
signed. The former, corresponding to the translation initiation site, included a
MNcol site, and the latter, corresponding to the 3'untranslated region immediately
adjacent to the poly(A), was designed to contain 2 Notl site. The full-length cDNA
was amplified and sequenced to establish the sequence of the shark D3 cDMA.
The deduced amino acid sequence of the shark D3 clone was aligned using the DNA-
MAN program. ENA secondary structure was predicted using the MFOLD program
(http: bioin fo.math. rpi.edw/~zukerm ).

The full, amplified cDMNA was digested with Ncol and Nod and ligated into the
Neol/Motl sites of the vector pXENEX1 ([eziorski et al., 1998 | The cDNA was linear-
ized with Hindlll, purified, and used to transcribe capped RNA with T7 polymerase,
Female Xenopus loevis frogs were anesthetized by hypothermia, and 2 or 3 ovarian
lobes were removed through an abdominal incision and placed into Barths' solu-
tion. Stage V-VI cocytes (n=30) were microinjected with 50 nL (300 ngloocyte)
of BRNA and incubated 4 days at 18 °C in Barths' solution with daily medium
changes. Oocytes were then harvested, homogenates prepared, and recombinant
deiodinase activity was assayed. It is important o note that uninjected oocytes
do not express detectable deiodinase activity (data not shown).

3. Results

3.1. Native shark D3 (sD3) deiodinase activity and kinetic
characterization

Initial assay conditions for IRD activity were defined in a series
of preliminary experiments using 2 nM of "°I-T; as substrate. As
shown in Fig. 1, enzyme activity was linearly dependent on protein
concentration and incubation time, up to 100 pg/tube of micro-
somal protein and 3 h, respectively. The activity was enhanced in
the presence of DTT. Maximal deiodinase activity was obtained
at pH 6.5 and 37 °C (data not shown). Subsequent deiodinase as-
says were performed as follows: 40 yg mL~ ' microsomal protein
and 50mM DTT at 37 °C for 1 h, The Michaelis-Menten plots for
substrate kinetics are depicted in Fig. 2A True Ky, and V. values
were 2.7 nM and 0.017 pmol 3,3'-T; mg ' min ', respectively.

As shown in Fig. 2C, Lineweaver-Burk plots of deiodination rate
versus substrate concentration at different fixed DIT concentra-
tions yield a set of intersecting lines. This suggests that sD3 kinet-
ics obey a bisubstrate sequential-type reaction mechanism, which
is compatible with the formation of a ternary enzyme-substrate-
cofactor complex during catalysis. Substrate specificity assessed
by the competitive inhibition of ["*1]T; deiodination (1nM) with
increasing concentrations of unlabeled Ty, T4, and rTs is depicted
in Fig. 2D. Substrate preference for the native sD3 was
Ty =Ty > rls. sD3 was insensitive to PTU inhibition at doses up to
1 mM (Fig. 3). These results show that the native sD3 has catalytic
properties which are in close agreement with those reported for
other vertebrate D3.

3.2, Cloning and expression of shark D3 cDNA

‘We here report the cloning from Chiloscyllium punctatum liver of
a cDNA (GenBank Accession No. EU275162) which encodes a pro-
tein with structural and functional characteristics that correspond
to a type 3 deiodinase. The full-length clone of the sD3 cDNA was
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1298 bp long (excluding the poly(A) tail). The cDNA and predicted
protein sequences are depicted in Fig. 4A. Besides the start and
stop codons, the nucleotide sequence includes the triplet TGA cod-
ing for the insertion of the amino acid selenocysteine (Sec) at a.a.
position 123. The consensus polyadenylation signal is located at
nucleotide 1283-1288. The selenocysteine insertion sequence
(SECIS) was identified from nt 1067-1168 of the 3'untranslated

region. The secondary structure of this SECIS corresponds to a form
2(Fig. 4B), and its nucleotide sequence is 70% identical to that from
tilapia (Sanders et al., 1999) and lungfish (Sutija et al., 2004). The
deduced protein for sD3 is 259 amino acids long, with a predicted
molecular mass of 29.4 kDa and an isoelectric point of 7.8. The
amino acid alignment of sD3 with the sequences of its vertebrate
counterparts reveals 72% identity and shows several highly con-
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served areas towards the COOH terminus of the protein. These
areas include, at the active site, the so-called "signature domain”
FGSCTXP that characterizes this family of selenoenzymes. As in
other deiodinases, sD3 contains a single hydrophebic region be-
tween amino acids 3 and 31, which corresponds to a transmem-
brane domain (data not shown).

3.3, Recombinant shark D3 (rsD3) kinetic characterization and effect
of organic osmolytes

Expression of the sD3 cDNA resulted in a protein with kinetic
characteristcs similar to those of the native enzyme. Recombinant
shark D3 showed a true Km value of 2 nM, a sequential reaction
mechanism, a substrate preference T3 > T4 > 113, and insensigvity
to PTU inhibition (Fig, 2 B,D,F and Fig. 3).

The presence of the organic osmolytes urea and TMAO in the
incubation medium exerted different effects upon rsD3 substrate
affinity. When assayed in phosphate buffer, pH 6.5, the enzyme
had an apparent Km for T5 of 10.0 £ 0.73 nM, whereas in the pres-
ence of urea or TMAO this value was 502 + 28 or 9.7+ 0.5 nM,
respectively. In the presence of urea plus TMAD, rsD3 Km values
remained in the same range as when incubated with phosphate
(0.5nM, pH 6.5). In terms of substrate affinity of the enzyme, these

457

changes represent a 5-fold decrease in the case of urea, while the
apparent Km value was not medified when TMAO was present
alone or combined with urea in the incubation mixture,

4. Discussion

To our knowledge this is the first study that reports the molec-
ular and operational characterization of ty pe 3 iodothyronine deio-
dinase in a chondrichthyan. D3 activity has been identified in all
vertebrate groups (Kaplan et al., 1983; Frith and Eales, 1996; Fen-
ton et al,, 1997; Mol et al, 1999a; Adams et al., 2000; Plohman
et al, 2002 Villalobos et al, 2006), and the cDMNA has been cloned
in Xenopus (St, Germain et al., 1994), rat (Croteau et al,, 1995), hu-
man {Salvatore et al,, 1995), frog {Becker et al., 1995), chicken {Van
der Geyten et al., 1997), tilapia (Sanders et al,, 1999), lungfish (Sut-
ija et al,, 2004}, pig (Wassen et al., 2004 ), cow (Connor et al., 2005),
and trout (Bres et al., 2006), and recently a fragment from walleye
(Picard-Aitken et al,, 2007) as well as from snake (Villalobos et al.,
2006). However, only in Xenopus, human, rat, and tilapia has the
protein been expressed and fully characterized. The present results
show that, in general, the catalytic properties of sD3 are similar to
those previously reported for other vertebrates, That is, sD3 shows
K, values in the nanomolar range, prefers T, over T, as substrate,
and its activity is virtually unaffected by FTU. Interestingly, the
Vimax value for shark T3-IRD is among the highest so far reported
in fish, either gills (Mol et al., 1997) or liver (Johnston and Eales,
1995). In addition to its operational and functional characteristics,
the evidence that sD3 is a homolog of the D3 subset of deiodinating
enzymes is further supported by the high degree of identity (72%)
that it shares with other members of this subfamily of deiodinases.
This high degree of structural conservation may reflect the impor-
tant developmental role of this enzyme throughout the vertebrate
kingdom.

In functional terms, sD3 exhibits at least two distinct features
which deserve further comment as well as additional studies.
Among adult vertebrates, the presence of D3 in the liver seems
to be a feature unique to some fish species. Apart from the present
study, the occurrence of D3-like activity in the liver of adult fish
has been reported in trout {Johnston and Eales, 1995), American
plaice (Adams et al, 2000), and lake sturgeon (Plohman et al.,

1 GAETAGCAEEERGRTACTEO TEEGTT TAGGCTTETACCAAMC TCCANCCCOARGCATGEAT C T TERMAGAGA TN TEEC TATTITCATC
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106 TP CA T ARG ORI TCATGITAT RO TACTCGATATC I TATGCA TTCEARARCT TRCCCAAGAGGAGEEAACAGRCAGARGECACTGCTGATGATCCTLD
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1261 CAAGCCCTTTATTATATTTAATAATARNTATTCCABERAAMA AR ARMAARARRAARA AR AARAD,

Fig. 4. Nucleotide sequence of the full-length shark d3 cdna and the deduced peptide sequence. {A)} The complete mENA spans 1298 bp (excluding the poly(A) tail),
comprising an open reading frame of 777 bp {nucleotides 56-832) which includes an in-frame TGA codon at positions 422-424 (underlined ). The stop codon ATA is also
underlined. A consensus SECIS includes bp 1067-1168 (underlined). (B) The sequence that forms the proposed secondary structure of the SECIS from the shark D3 mRNA s in

bold and resembles a Form 2.
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2002). A similar finding has been reported in immature Pacific and
Atlantic salmon (Plate et al.,, 2002; Specker et al., 2000). In other
vertebrates, liver D3 expression seems to be restricted to embry-
onic or neonatal stages of development, and it has been docu-
mented in human embryo (Richard et al, 1998), neonatal rat
(Galton et al.,, 1991; Bates et al., 1999), chicken embryo (Valver-
de-R et al, 1993; Van der Geyten et al,, 1997), metamorphosing
tadpoles (Becker et al., 1997), embryonic crocodile (Shepherdley
et al,, 2002), and during the larval phase of agnathans (reviewed
by Orozco and Valverde-R, 2005). It is generally accepted that dur-
ing embryogenesis, at precise, species-specific ontogenetic stages,
D3 activity contributes to thyroid hormone homeostasis by pre-
venting premature exposure of developing tissues to adult levels
of thyroid hormones (Valverde-R et al., 1993; Bianco et al,, 2002).
Therefore, and although its physiological role waits to be eluci-
dated, circumstantial evidence leads to the proposal that, in some
fishes, embryonic liver D3 continues to play a protective role dur-
ing adult life. This protective function may be related to the expo-
sure to substantial amounts of exogenous thyroid hormones
ingested by those predatory species that devour whole prey. In
support of this proposal, in trout (Eales and Finnson, 1991; Sweet-
ing and Eales, 1992; MacLatchy and Eales, 1993; Bres et al., 2006)
and tilapia (Mol et al,, 1999b; Van der Geyten et al,, 2005) fed with
Ty-supplemented food, only liver D3, but not brain, gill, and kidney
enzyme activity, was significantly increased. Furthermore, besides
the increase in liver, T4 treatment in rainbow trout also increased
Tsand Ts IRD in brain and retina (Plate et al., 2002). A similar cor-
relation between diet and D3 activity was observed in the lake
sturgeon when a diet change from trout pellets to ocean zooplank-
ton reduced plasma Ty levels and increased hepatic and intestinal
Ts-IRD activities (Plohman et al., 2002). The increase in hepatic
D3 in response to an exogenous overload of thyroid hormones is
consistent with both the alimentary strategy of the species in the
wild and the relatively high iodine content of metabolites in the
marine food chain and nutrient flow, as compared to fresh water
or terrestrial environments (Valverde-R et al., 2004; Heyland and
Moroz, 2005; Yun et al., 2005). In this context it is noteworthy that
in immature walleye, a top piscivore from the Percidoe family,
there was a significant negative correlation between hepatic D3
mRNA levels and plasma Ty concentrations, as well as between
D3 and D2 mRNA levels (Picard-Aitken et al,, 2007). Thus, even
though the nutritional status of these field-captured individuals
‘was not assessed, these findings point toward the major role that
dietary Ty content may play in regulating liver deiodinase activity
in piscivore fish species. Supporting this proposal is the fact that
among fish, the specific activity of hepatic D3 is significantly higher
(on the order of pmol) in shark liver {present results) than intilapia
(fmol range) (Van der Geyten et al., 2005), a fresh water and her-
bivorous species. The proposal that D3 expression in adult fish
could be associated with feeding habits is strengthened by the fact
that during the parasitic period in agnathans, intestinal T, and Ty
IRD is significantly higher that in liver (Eales et al., 1997; McLeese
et al., 2000). Indeed, during its sanguivorous period, lampreys in-
gest surplus amounts of TH from their host, and the intestinal in-
ner-ring pathway could degrade TH thus regulating their entry to
the circulation. Altogether, these studies suggest that the intestine
and the liver are a primary site of TH deiodination in lower crani-
ates and carnivorous fish, and give further support to the notion of
the protective role played by D3 system. Besides the present re-
sults and the studies in lamprey, liver D3 has not been assessed
in the wild nor in domestic carnivorous or hematophagous species.
The proposed protective physiological role played by D3 in species
with this type of feeding behavior can be tested by further studies.

The present results show that the presence of urea significantly
altered the catalytic properties of sD3; most notably its substrate
affinity (Km) was significantly reduced. As expected, TMAO alone

or combined with urea counteracted the effects of the latter.
Although these findings disagree with the original report by Leary
et al. (1999) they are consistent with the well-known ureosmotic
strategy of marine elasmobranches (Anderson et al., 2007 ). Indeed,
urea and TMAQ are the two major endogenous physiologic osmo-
lytes in this group of ureotelic hyper-osmoregulators. In marine
shark species such as C punctatum, urea in plasma and muscle cells
reaches concentrations above 300 and 200 mM, respectively. The
molecular and functional protein-destabilizing effects of urea are
counterbalanced by TMAQ, which constitutes approximately 90%
of the methylamine compounds in elasmobranch plasma (Yancey
and Somero, 1989; Hazon et al., 2003; Anderson et al, 2007; Tre-
berg et al., 2006). Therefore, our present results strongly suggest
that in C. punctatum, TMAQ plays an important role protecting
the calytic D3 reaction by counteracting the destabilizing force
of urea upon D3,

Overall and as we had previously proposed, the inactivating
activity of Ds may correspond to an ancient function to regulate,
in time and amount, the cellular uptake and bioactivity of develop-
mentally related iodine compounds. These iodometabolites could
have functioned, in turn, as signals of an appropriate nutritional
status or fitness to follow the ontogenetic program towards a
reproductive adult stage (Valverde-R et al,, 2004). The fact that he-
patic sD3 is highly conserved and expressed throughout adulthood
is in accord both with its ancestral phylogenetic history, as well as
with its potential sentinel role to avoid an inappropriate overload
of exogenous Ty secondary to feeding.
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