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INTRODUCCION



- ASPECTOS GENERALES:

- La evoluéión de la glándula tiroides:

La capacidad de captar el ión yoduro y su posterior

unión a proteinas, fue el primer evento descripto en

el desarrollo filogenético de 1a glándula tiroides. Di
chas actividades se han observado en numerosas plantas

y en invertebrados del reino animal.

Dreschel, en 1896, observó que las esponjas y cora

les contienen grandes cantidades de yodo comoyodotiro

sinas, yodohistidina y bromotirosina.

Roche (1952); Berg y col., (1959) han detectado mono

y diyodotirosina en estrellas de mar, moluscos, anélidos,

crustáceos e insectos.

Tong y Chaikoff (1955) encontraron una alga marina

que concentra yodo, el que se une a tirosina, formando

monoy diyodotirosina. La inhibición de dicha reacción

por catalasa indicaria que una peroxidasa estaria invo

lucrada en 1a oxidación del yodo captado, en forma simi

lar a lo que ocurre en 1a tiroides humana. Le Loup (1967)

describió en las branquias de la anguila un proceso oxidg

tivo similar durante el transporte activo del yodo. En gg
neral,_los compuestos yodados en sus formas menores, es

tán asociados con el exoesgueleto.



Tong y Chaikoff (1960) han propuesto que estas sus

tancias yodadas podrían ser subproductos del proceso de

coloración de quinonas, que se produce en el exoesquele

to. Sin embargo, Roche y col., (1962) observaron en el

urocordado Ciona que los yodoaminoácidos no forman parte

de 1a estructura polisacárida del exoesqueleto. Dichos

autores sugirieron que los precursores de las hormonas

tiroideas se forman por mecanismos similares a los que

ocurren en 1a tiroides de los vertebrados.

E1 exoesqueleto escleroproteico de tunicados adultos

(protocordados) es rico en yodo, contiene diyodotirosina

y posiblemente tiroxina (Camerun, 1914; Barrington, 1959).

Las yodoproteinas cuticulares son absorbidas por los or

ganismosy llevadas a1 tracto gastrointestinal donde se

digieren liberando los yodoaminoácidos.

Gorbman (1955) ha sugerido que los protocordados,

formas intermedias entre vertebrados e invertebrados, re

ciben un suministro de yodotirosinas y yodotironinas, a

través de la ruptura de la cubierta escleroproteica que

sufren las particulas ingeridas.

La primera evidencia de un órgano relacionado con la

tiroides de vertebrados, se encontró en los protocordados.

En dicha familia, un Órgano conocido comoendostilo, está

por debajo de la faringe y en contacto con la misma, pre



sentando centros de yodación. (Covelli y col., 1960).

Barrington (1957) observó la formación de una gli

coproteina yodada en dichos centros de yodación, próxi
mos al extremo del endostilo. El endostilo secreta un

mucusque pasa a la faringe transportando las proteinas

yodadas por el canal alimentario.

La tiroxina y la triyodotironina han sido detecta

das en Amphioxus(céfalo-cordados) (Covelli y col.,1960;

Tong y col.,1962) y en larvas tunicados (urocordados)

(Roche y col., 1959).

Salvatore (1969) detectó una minima cantidad de yo

do en el endostilo. Dicho autor no pudo encontrar la

exacta relación de este órgano con la tiroides de corda

dos. Otro órgano, el saéo branouial de los tunicados, po

dria ser una alternativa del origen ancestral de 1a ti
roides. Este órgano yodina proteinas pesadas (10 a 16 s)

formandomonoyodotirosina, diyodotirosina y posiblemente

tiroxina. La proteina tiene una subunidad de estructura

similar a la tiroglobulina (Suzuki y Kondo, 1971).

En la larva de la lamprea (poiquilotermo) se obser

vó la presencia de una estructura tubular abierta en la

hipofaringe, la que capta yodo. Dicho halógeno se une a

proteinas formandotriyodotironina y tiroxina (Suzuki y

Kondo, 1973; Salvatore y col., 1959). Aunque dicho órga

no es referido comoun endostilo, no se puede asegurar su



homologIa con el endostilo de formas más primitivas. Se

ha sugerido el término glándula subfaringea para esta es
tructura (Salvatore, 1969).

La aparición de una proteasa en la glándula antece

de a la metamorfosis de la larva de la lamprea. Dicha

proteasa produciría la ruptura de la proteina yodada, fa
cilitando la secreción y liberación de hormonastiroideas.

Asi, el desarrollo evolutivo de una proteasa permitiría
a la estructura mencionada anteriormente ser una unidad

separada de la faringe, puesto gue podria liberar tiro

xina de yodoproteinas, independientemente de las enzi

masproteoliticas del tracto gastrointestinal (Gorbman,
1959).

Salvatore y col., (1959) han encontrado hormonas ti

roideas y proteinas que unen tiroxina en la larva de la

lamprea.

Durante la metamorfosis de la larva adulta, el en

dostilo pierde su conexión con la faringe y se transfor

ma en una tiroides compuesta por folIculos dispersos. Es

tos no están encapsulados sino gue tienen funciones bio
sintéticas asociadas con la formación de hormonastiroi

deas en los vertebrados adultos. Se forman cantidades con

siderables de yodotirosinas, siendo minimala tiroxina de

tectable. En la lamprea se han detectado YOdOPrOteÏnasde



19 S similares a las proteinas que contienen hormonas
tiroideas de vertebrados.

Salvatore (1969) ha postulado la necesidad del de

sarrollo de foliculos y una posterior secreción intra

folicular de una yodoproteIna caracteristica para que
ocurra la sintesis de yodotironinas en los vertebrados.

En todos los estudios filogenéticos realizados, se
ha encontrado una estrecha relación entre la tiroides

y el tracto gastrointestinal. Dunn(1944) ha encontrado

en células tiroideas ciliadas de ratón y tiburón, res
tos de origen endodérmico.

En mamiferost la mucosa gástrica y la glándula

salival pueden concentrar yodo en forma similar a la ti

roides. Brown-Grant (1961) ha localizado peroxidasa en

la glándula salival.

En las formas superiores a los ciclostomos, la ti

roides está presente , produciéndose el metabolismo del

yodo, en forma similar a los mamíferos adultos.

Los niveles funcionales de la tiroides varían de

especie a especie y de estación a estación. Asi en el

salmóndel Atlántico, 1a actividad tiroidea está asocia
da con periodos de rápido crecimiento Gre Loup y Fontai

ne, 1960). En los anfibios se han observado efectos simi

lares, aunoue los cambios ocurren a diferentes tiempos.



En los animales de sangre caliente, 1a actividad
de 1a tiroides aumenta durante la primavera y el verano,

en cambio en los animales de sangre fría la máxima ac

tividad se producedurante las estaciones frías.

Unavez producida la evolución bioquímica de la ti

roides, ocurren ciertos cambios morfológicos. En la 1am

prea adulta 1a glándula no está encapsulada, los folícu

los se encuentran dispersos en forma individual o agrupa

dos (Baker-Cohen, 1959). En los peces cartilaginosos la

tiroides está encapsulada. En los vertebrados superiores

1a tiroides está formada por uno o dos lóbulos encapsu
lados.

El desarrollo embrionario de 1a glándula tiroidea

ha sido estudiada en diferentes mamíferos (Fisher y

Dussault, 1974 ). La tiroides del embrión de mamíferos

se forma a partir de un saco medio del endodermo ubicado

en la cavidad bucal primitiva. En el humano,este análogo

es visible a los 16-17 días de gestación, en contacto con
el endotelio del corazón en desarrollo.

Alrededor de los 24 días, 1a estructura tiroidea pre
senta una evaginación profunda y posteriormente se forma

una vesícula con un estrecho cuello que comunica con la

cavidad bucal. En este estadío, 1a glándula en desarrollo



se asemeja a1 endostilo de 1a larva de la lamprea; en el

dia 30-31 esta vesícula es bilobulada;al llegar el dia

38-40 pierde su lúmen y se torna una masa sólida. Al

descender el corazón, 1a tiroides es traccionada hacia la

región caudal. A1 llegar a los 45-50 dias, alcanza su ubi
cación definitiva en la parte anterior baja del cuello.

Al mismotiempo, el tejido ultimobraquial que creció ha

cia arriba y hacia abajo se contacta y es incorporado con

los lóbulos laterales. Alrededor de 1a séptima semana, la

glándula asumesu forma y posición definitiva, pesa entre

1 y 2 mg. Subsecuentemente hay un crecimiento progresivo

en la masa tiroidea,proporciona1 al aumento del peso cor

poral.

Histológicamente, 1a glándula tiroides se desarrolla

en tres estadios: precoloideo (42-72 dias); comienzodel

coloide (73-80 dias) y crecimiento folicular (después del

dia 80).(Fisher y Dussault, 19741

La hipófisis anterior se deriva también de la cavidad

bucal primitiva (saco de Rathke) y su desarrollo embrio

lógico es paralelo a la estructura tiroidea. Hacia la quin
ta semana, el saco de Rathke se contacta con el diverticu

lo del tercer ventrículo cerebral. A las 12 semanas, la

conexión bucal es obliterada por el desarrollo del hueso

esfenoides y 1a glándula hipófisis prácticamente encapsu

lada por una formación ósea (la silla turca). En la novena



y décima segunda semana aparecen varios tipos de célu

las hipofisarias, cada una especializada en secretar

las diferentes hormonas. Los gránulos secretores pueden

ser identificados alrededor de las 10-12 semanasy la

TSHse puede detectar en este momentopor bioensayo o

inmunoensayo.

El eje hipotálame-hipófiso-tiroideo fetal se de

sarrolla en forma independiente del materno. Las yodo

tironinas y la TSHno atraviesan la placenta de los ma

míferos (Fisher y col., 1977).

Trabajos de Kajihara y col., (1972); Azukizaway

col., (1976) demostraron que la TRHen dosis farmacológi

cas puede atravesar la placenta. En circunstancias norma
les no hay evidencias de que la TRngoduZCa cambios en la

función hipófiso-tiroidea.

Pese a la capacidad de sintetizar TSH, TRHy yodoti

roninas, la función tiroidea se mantiene en condiciones

basales hasta las 18-20 semanas de gestación en el humano.

En este periodo comienza la actividad secretora de la glán

dula, aumentando la concentración sérica de T4. La concen
tración de TSHaumenta durante el desarrollo del sistema

porta-hipofisario (18-22 semanas). E1 pico de TSHen sue

ro aparece en la primer parte del tercer trimestre y se man

tiene sin cambioshasta el nacimiento (Fisher y col.,1977)'



Emdicho periodo la TSHresponde a la TRH (Klein y

Fisher, 1980; Melmedy col., 1979).

En la rata, el aumento de la T4 tiene lugar entre
el cuarto y quinto dia de vida extrauterina, los nive

les de TSHson bajos en el nacimiento y aumentan rápida

mente hasta llegar a un máximode concentración alrede

dor de los 10-12 dias de vida.

En el feto humanoa término, se puede inhibir la

secreción de TSHadministrando T4. Klein y col., (1978)

observaron que una inyección amniótica de 709Agde T4,
24 horas antes de una cesárea, aumenta los valores

de T4 y reduce los niveles de TSH, estando la T3 levemen

te aumentada. Este efecto inhibitorio de la T4 seria me
diado probablemente por la conversión intrahipofisaria de

T4 a T (Cheron y col., 1978).3

La maduración del control de retroalimentación ne

gativo de la liberación de TSH,no se ha descripto en el
feto humanocasi a término.

Datos en ovejas y monos indican una relativa insen

sibilidad de la T3 a ser inducida por TSHproducida por
TRHexógena, durante la mitad de la gestación (Klein y

Fisher, 1980; Melmedy col., 1979). En la rata, la madu

ración de dicho mecanismoregulatorio aparece durante la
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segundavtercera semana de vida (Walker y col., 1980),

en dicho periodo, la T3 inhibe la liberación hipofisa
ria de TSHy estimula la sintesis de 1a hormona de cre

cimiento (Coulombey col., 1980). Fisher y Klein (1981)

han sugerido que la falta de respuesta de la hipófisis

a 1a T3 en 1a rata recién nacida, se deberia a una de
ficiencia en la respuesta de la célula tirotrófica, lue

go de la unión de la T3 a su receptor nuclear.

En el feto humano, los niveles de T4 sérica y T4
libre, aumentanen el último trimestre, mientras que

TSHse mantiene sin modificaciones (Fisher y col.,l977;

Fisher y Dussault, 1974). Klein y Fisher (1980) han de

mostrado enel feto 0Vin0 un.aumento en la respuesta

de la T4 a la TSHestimulada por TRH a medida que avan

za la edad gestacional, alcanzandose una maduración del

sistema funcional tiroideo, a las dos semanas de vida.

En el hombre, dicha maduración se alcanza a las 4 semanas

de vida (Fisher y Klein, 1981).

La célula folicular tiroidea puedemodificar el trans
porte activo del yodo o la incorporación relativa al yodo
proveniente de 1a dietaraún con niveles normales de TSH

(Ingbar, 1972). Asi, la tiroides, posee un mecanismoau

torregulatorio, tal que en condiciones de exceso de yodo
se produce una inhibición de la sintesis de hormonasti

roideas. La glándula tiroides adquiere la capacidad de
responder mediante dicho mecanismo entre la 36-40 semanas



de gestación en el feto humano, en tanto que en 1a rata

se produce a los 18 dias de vida extrauterina (Theodoro

poulos y col., 1979; Castaign y col., 1979). Esta adap

tación involucra la capacidad de las células foliculares

tiroideas a disminuir 1a captación de yodo y asi preve

nir altas concentraciones intracelulares del halógeno,

que producen el bloqueo de la sintesis de hormonas ti

roideas, conocido comoefecto Wolff-Chaikoff (19483.



1.- SINTESIS DE HORMONASTIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas son aminoácidos yodados, cuya

función consiste en regular la actividad de diversos tejidos

del organismo, especialmente aquellos relacionados con el

crecimiento, desarrollo neuro-muscular, diferenciación, oxi

daciones celulares, siendo de suma importancia para el man
tenimiento del normal funcionamiento de los seres vivos.

El aporte de yodo está dado por la alimentación en forma

de sales yodadas, las que son absorbidas en el tracto gas

trointestinal. Unavez en el torrente sanguíneo, dos tercios

del yoduro son filtrados por el riñón, siendo el resto capta

do por la tiroides.

Esta glándula posee la capacidad de concentrar en su in
terior el yodo circulante, mediante un mecanismoactivo a ni

vel de la membranacelular, caracterizado comobombade yodo

que estaria vinculada a una ATPasa Na+ - K+dependiente(Hblff

y Halmi,1963). También se postula a las lecitinas de la membra

na celular comolas sustancias transportadoras de yodo

(Schneider y Wolff, 1965).

Una vez captado, el yoduro es organificado reaccionando

con los grupos tirosilo de la tiroglobulina en 1a membrana

apical de la célula tiroidea (Nadler y Leblond, 1955; Ekkholm,

1981). Para poder organificarse el yoduro debe ser activado a

un estado de oxidación superior, I° o 1+, que reacciona con

la tirosina dentro de la molécula de tiroglobulina, dando lu

gar a la formación de monoyodotirosina (MiT) y de diyodotiro

sina (DiT). Por acoplamiento de las yodotirosinas se producen

la triyodotironina (T3) y la tetrayodotironina(Dtiroxina

(T4), cuyas estructuras químicas se pueden observar en 1a



Figura 1.

Tanto en la oxidación del yoduro como en la reacción

de acoplamiento de las yodotirosinas, están involucrados el

agua oxigenada y una peroxidasa (Taurog, 1978). Actualmente

se cree que dicha peroxidasa posee sitios activos independien

tes para el yodo y la tirosina. (Yamamotoy De Groot, 1982).

Existen ciertas drogas tioderivadas, tales comotiourea,

metiltiouracilo, tiouracilo, propiltiouracilo, metilmercaptoi
midazol que inhiben a la peroxidasa tiroidea, tanto en la

reacción de yodinación (Morris y Hager, 1965; Taurog, 1975)

comoen la de acoplamiento (Ingbar y col., 1959; Papapetrou

y col., 1975).

La biosintesis de hormonastiroideas depende de la can

tidad de yodo disponible por la glándula. La administración

de dosis progresivas de yodo produce un aumento en la organi

ficación del mismo, llegando a una concentración limite por

encima de la cual se produce un bloqueo en la proporción de

yodo organificado, efecto conocido comoWolff y Chaikoff,

(1948g. Másadelante nos referiremos con más detalles a este
punto.

2.- SECRECION DE HORMONASTIROIDEAS.

Una vez formadas las hormonastiroideas, la tiroglobu

lina que las contiene es almacenada en la luz del folículo

tiroideo, constituyendo la sustancia coloide.
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Por un mecanismode fagocitosis, las gotas del coloi

de se introducen en el citoplasma celular y se fusionan con

lisosomas, dando lugar a la formación del fagolisosoma o li

sosomasecundario. Alli, proteasas y glicosidasas hidroli

zan la molécula de tiroglobulina con liberación de las hormo

nas tiroideas y de las yodotirosinas. Estas últimas son deha
logenadas por acción de yodotirosina dehalogenasa, originan

dose yodo, que es reutilizado en la biosïntesis hormonal,

(VanHerle y col., 1979), mientras que las hormonas tiroi

deas son liberadas al torrente circulatorio. En la Figura 2

se puede observar las etapas de sintesis y liberación de las
hormonastiroideas.

3.- TRANSPORTE DE HORMONASTIROIDEAS.

Dadoque las hormonastiroideas son derivados tirosíni

cos, cabría esperar un tiempo de acción de sólo minutos, tal

comoocurre con las catecolaminas (Kopin y col.l972) Sin em

bargo, resulta sorprendente que la acción de la T3 y T4 du
re dias y aún semanas. Cuandolas hormonas tiroideas son li

beradas a la circulación, se unen instantáneamente y en for

ma\casi completa a proteinas transportadoras séricas. La T4
está principalmente asociada a la TBG(thyroxine binding glg

bulin), en menor grado a la TBPA(thyroxine binding prealbu

min) y una pequeña fracción a albúmina. La T3 tiene, en ge
neral, menorafinidad por las proteinas, estando unida con

la TBGy albúmina, no habiéndose confirmado su unión a la

TBPA. (Ver Revisión Chopra, 1981).
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FIGURA 2-“

BIOSINTESIS DE LAS HORMONASTIROIDEAS
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Tanto la T4 como la T3 están en un constante equilibrio
dinámico con estas proteínas transportadoras, dado que para

entrar en los tejidos blanco y ejercer su acción biológica,
las hormonastiroideas deben estar libres.

La constante de afinidad de la T3 por sus proteinas
transportadoras, es aproximadamente lO veces menor que la ob

servada para T4.

La tiroxina tiene un tiempo de vida media plasmático de

aproximadamente8 dias, en tanto el de la triyodotironina es

de algo más de un dia. (Ver Revisión Nicoloff, 1972 ).

4.- METABOLISMOPERIFERICO DE LAS HORMONASTIROIDEAS.

4.1.- Metabolismode la tiroxina y de las triyodotironinas:

En 1951, Gross y Leblond observaron la aparición*en san

1311,gre de un nuevo compuesto marcado con luego de adminis

trar T4-1251a ratas tiroidectomizadas. Dicho compuesto, lla
madoinicialmente desconocido I, fue luego identificado en

tiroides humanapor Gross y Pitt Rivers (1952), como3,5,3'

triyodotironina (T3). Dichos autores postularon que la T4
puede ser convertida a T biológicamente más activa, por3'
monodeiodinaciónen los tejidos periféricos. Rochey col.,

(1952), demostraron la presencia de T3 en tiroides de rata,
pudiéndose sintetizar dicha hormonapor yodinación de la 3,5

diyodotironina (3,5-T2).

Los primeros estudios in vitro de deiodinación de T4 a

T3, fueron realizados por Albright, Larson y col.,(AlbrighbcoI
1954; Albright y Larson, 1959). Al analizar el metabolismo
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de 125_I—T4en la rata, observaron una significativa formación

de 1251-T3 en los cortes de riñón incubados con tiroxina mar
cada, siendo mínimala cantidad de triyodotironina radiacti

va formada en corazón y en músculo esquelético. Sin embargo,

debido a que otros trabajos in vivo no demostraron la conver

sión de T4 a T3 (Lassiter y Stanbury, 1958), dicho proceso no
fue investigado durante aproximadamente 12 años.

En 1970 se encontraron concentraciones substanciales de

T3 "fría" y T3 marcada con radioyodo en la sangre de pacien
tes atireóticos mantenidoseutiroideos con dosis de tiroxi

1251, (Braverman y col., 1970). Lana estable y marcada con

conversión de T4 a T3 en el hombre, fue luego confirmada por
otros investigadores (Pittman y col., 1971; Surks y col.,
1973). Másadelante nos referiremos con más detalle a los me

canismos que regulan dicha conversión en los tejidos perifé

ricos. Por otra parte, el descubrimiento de la T3 creó una
intensa búsqueda de otras yodotironinas en la tiroides y en

la sangre.

La 3,3',5' triyodotironina (rT3) fue detectada en la ti
roglobulina y suero de rata (Roche y col., 1956). Flock y col.Á

(1968) encontraron rT3 marcada en suero de perro, luego de

inyectar una dosis trazadora de 1251-T4. Así, mientras la T3
tiene un átomo de yodo en el anillo externo y dos en el in

terno, la rT3 posee dos átomos de yodo en el anillo externo y
uno en el anillo interno; dicha diferencia en la disposición

de los átomos de yodo en la molécula de yodotironina, produ

ce una marcada diferencia en sus actividades biológicas.

(Figura 1 ). La T3 posee una actividad calorigénica 2 a 4 ve



ces mayor que la T4, mientras que la rT tiene menos de l%3

de la actividad de T4. (Stasilli y col., 1959).

En los últimos años, se han realizado diversos trabajos

acerca de la acción biológica de la rT3 en sistemas in vitro.
Asi, la rT aumentala eritropoyetina, facilitando la eritro

3

poyesis en células óseas de ratón (Golde y col., 1977); es

timula la actividad aminotransferasa de L-T en homogenados3

de higado de rata (Fishmany col., 1977) e inhibe la activi

dad fosfodiesterasa en la rata (Marcusy col., 1975). Goldfi

ne y col., (1976), observaron que la rT3 aumenta la incorpo
ración de aminoácidos por timocitos . Papavasiliou y col.,

(1976), demostraron que la rT aumenta la secreción de hormg3

na de crecimiento en células GHÏ Sin embargo, en todos es
tos estudios in vitro, la concentración requerida de rT3 fue
unas 100 veces mayor que su concentración suérica, lo que po

ne en duda la significancia biológica de tales resultados.

Numerososanálisis han indicado que alrededor del 85%

de la tiroxina es metabolizada por deiodinación (Berson y

Yalow, 1954; Ingbar y Freinkel, 1955; Oddie y col., 1964).

Chopra, en 1976 determinó en el hombre que, entre un 80-89%

de la producción diaria de T es metabolizada por deiodina4

ción a T3 y rT sugiriendo ésto que la dehalogenación de la3'

T4 es la via dominante u obligada del metabolismo de la ti
roxina.

Dado que la cantidad de rT3 proveniente de la deiodina

ción de T está en un 50%por encima de la cantidad de T34

formada, la metabolización de la T a rT3 podria ser un paso4
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más activo que la conversión de T4 a T3 (Chopra y col.,1978a)

Ademásde la monodeiodinación, la T4 puede sufrir dea
minación y decarboxilación con formación del ácido tetrayo

dotiroacético (Tetrac). En forma similar, la T3 puede trans
formarse en el ácido triyodotiroacético (Triac). (Burger,

1977; Nakamura y col., 1978).

Trabajos de Sakurada y col., (1978), demostraron que

la T3 y rT3 también son metabolizadas; para ello se adminis

3 6 rT3 marcadas, analizándose a conti
nuación los diferentes metabolitos yodados presentes en el

traron a pacientes T

suero por cromatografía en Sephadex G-25. La T3 se transformó

en 3-3' diyodotironina (3,3'-T2) y 3' monoyodotironina (3'

Tl); en cambio, la rT se metabolizó a 3',5' diyodotironina3

(3',5'-T2), 3,3'-T2 y 3'-T1.

En 1a Figura 3 se esquematizan las fórmulas estructu

rales de yodotironinas y sus análogos, detectables en el sue
ro humano.

4.2.- Factores que modifican el metabolismo de la tiroxina.

4.2.l.- Cambiosrelacionados con la edad:

La concentración de T3 sérica en el hombre, está dismi
nuida en el feto y en el recién nacido, mientras que la con

centración de rT3 está aumentada, comparadas con las del a
dulto. (Chopra, 1974; Chopra y col., 1975 )

l I

Estudios realizados en ovejas han sugerido que la baja
concentración de T sérica en el feto seria consecuencia de

3
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FIGURA 3

YODOTJRONINAS Y SUS ANALOGOS DETEC'IAEES EN
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una disminución en la conversión extratiroidea de T a T4 3'
como asi también de un aumento en la velocidad de recambio

metabólico de la triyodotironina. La concentración elevada

de rT3 en sangre del feto se deberia a una estimulación de

la producción de T4, acompañadode una inhibición en la ve

locidad de recambio metabólico de la rT3. (Chopra y col.,
l 75 .9d)

A las pocas horas de producido el nacimiento, la con

centración sérica de T3 alcanza los valores del adulto; en
cambio la concentración de rT permanece elevada hasta las3

dos semanas de vida, normalizándose posteriormente. (Chopra

y col., 19750).

Trabajos realizados por Wuy col., (1978c); Segall

Blank (1978) y Chopra (1978b) han demostrado la importancia

de los grupos sulfhidrilos (-SH) en la conversión de T4 a
T . La falta de disponibilidad de dichos grupos en el teji3

do hepático del feto, produciría una disminución en la deio

dinación de T4 a T situación que se revierte a las pocas3!
horas de ocurrido el alumbramiento.

Kbhrle (1978) ha encontrado una disminución en la deha

logenación de T4 a T3 en microsomas de higado de rata en es
tado fetal. Dicho investigador ha postulado que las enzimas

hepáticas de deiodinación se desarrollan mas tardiamente, es

tando los valores de rT elevados en la sangre fetal, debido3

a un flujo de dicha triyodotironina, a través de la placenta
materna .



La concentración de T3 sérica disminuye con la edad.
(Bermúdez y col., 1975; Chopra y Salomon, 1976; Wenzel y

Horn, 1976). En lo que respecta a los valores de T4 en san
gre, existen resultados contradictorios. Chopra y Salomon,

(1976), han encontrado una disminución, a diferencia de

Wenzel y Horn (1976), quienes no la notaron. Dichos autores

comprobaron una disminución en la conversión de T4ra T3 en
personas de 73 a 82 años, comparadas con adultos de él a 29

años.

4.2.2.- Efecto de enfermedadesno tiroideas:

El término "sindrome de baja T3" ha sido utilizado para

describir situaciones en qúe existe unadeficiencia en la T3

serica y tisular, con una concentración sérica de T4 alta o
normal. (Sullivan y col., 1973). Dichos pacientes con enfer

medadesno tiroideas, son clínicamente eutiroideos. Se ha

descripto dicho síndrome en: estados febriles (Chopray col.,

1975 ; Wartofsky y col., 1977); cirrosis hepática (Chopra y

col., 1974; Nomuray col., 1975); deficiencias renales (Pang

y col., 1974; Chopra y col., l975a); toxemia del embarazo
(Osathariondh y col., 1976); miscellaneas (Sullivan y col.,

1973; Carter y col., 1974).

También se ha observado una disminución en los niveles

de T sérica, durante el desarrollo de operaciones quirúrgi3

cas. (Burr y col., 1975).



4.2.3.- Efecto de la dieta:

En situaciones de ayuno se produce una disminución en

la concentración de T3 en suero y un aumento en los niveles

de rT no habiendo modificaciones en los valores de T4. El3!

suministro de alimentos revierte tales efectos, (Carlson y

col., 1977). Cambiosen la concentración de T sérica, simi
3

lares a los que ocurren durante el ayuno, se observan duran

te la administración de una dieta hipocalórica, (Spaulding y

col., 1976; Visser y col., 197%b);en la malnutrición caló
rica proteica (Rastogi y col., 1974; Chopra y Smith, 1975) y

en la anorexia nerviosa, (Moshangy col., 1975; Miyai y col.,

1975).

En personas en estado de ayuno, una dieta rica en car

bohidratos es más efectiva en restaurar los valores norma

les de T sérica, que cantidades equicalorigénicas de proteí3

nas, (Spaulding y col., 1976). La provisión de lípidos no mo

difica los niveles bajos de T3, (O'Brian y col., 1978).

En diversos experimentos realizados en ratas, el ayuno

disminuye notablemente la deidinación de T a T en el tejido4 3

hepático. El suministro de dosis crecientes de glucosa a di

chos animales, revierte paulatinamente el efecto (Balsame

Ingbar, 197%8.Dichos investigadores sugirieron que el meta
bolismo de la glucosa está íntimamente relacionado con el

proceso de conversión de T4 a T3. Más adelante analizaremos
con más detalles este punto.



4.2.4.- Efecto de diversas drogas:

a).- gropiltiouracilo:

En 1954, Hogness y col., encontraron una disminución

en la conversión de T4 a T3, luego de inyectar T4 - 1311 y
propiltiouracilo a ratas hipotiroideas. Resultados similares
sobre el metabolismo periférico de T fueron obtenidos por4

Morreale de Escobar y col., (1951 ) y por Pisarev y col.,

(1971).

La acción inhibitoria del propiltiouracilo en la pro

ducción de T3 a partir de T4, fue corroborada por Oppenheimer
y col., (1972). Dichos investigadores comprobaronque la in

yección simultánea de T4 y propiltiouracilo a ratas, no alte
ra la actividad de la alfa glicerofosfato dehidrogenasa he

pática, disminuyendo en forma notable los valores de T en3

sangre, por lo que el bloqueo de la conversión de T4 a T3
inhibe la acción de la tiroxina sobre dicha enzima.

En pacientes hipotiroideos, tratados con T la adminig4!

tración de propiltiouracilo produce una caída en la concen

tración de T3 sérica con un aumento concomitante en los ni

veles de rT3 en suero, no habiendo cambios en los valores de
T circulantes. (Saberi y col., 1975; Geffner y col., 1975;4

Kaplan y col., 1977; Lauberg y Weeke, 1978).

Balsam e Ingbar (1978) han señalado que el propiltiouraa
cilo dado a ratas en el agua de bebida, causa una marcada

disminución en la dehalogenación de T4 a T3 en los cortes de_
hígado.



Estudios in vitro han demostrado que el propiltiou

racilo inhibe la conversión de T4 a T3 en cortes de hi

gado de rata. (Kaplan y Utiger, l978a)

El propiltiouracilo inhibe la actividad 5'-T4 deiodi
nasa, tanto en homogenatos de riñón (Chiraseveenprapund

y col., 1976; Chiraseveenprapund y col., 1978), comode

higado de rata (Visser y col., 1975).

Chopra (1977) ha determinado que el propiltiouracilo

inhibe en forma no competitiva a la enzima 5'-T deiodina
4

sa responsable de la conversión de T4 a T3 en homogenatos
de higado de rata.

Leonard y Rosenberg (1978b) han comprobado que el pro
piltiouracilo produce una inhibición no competitiva de la

5'-T4 deiodinasa, a través de una interacción de los grupos
sulfhidrilos de la enzimay el propiltiouracilo. Dichos
autores postularon que la enzimay el propiltiouracilo for

marian una unión a través de puentes disulfuro, pudiéndose

revertir tal inhibición mediante la acción de sustancias re
ductoras. Másadelante nos referiremos con más detalles a

este punto.

Silva y col., (1978) han demostrado que el propiltiou

racilo no modifica la actividad de la 5'T4 deiodinasa en
tejido adenohipofisario de rata. Estos resultados han sido
confirmados por Cheron y col., (1978), quienes observaron

Quela preincubación de adenohipófisis de rata con propil

tiouracilo no modifica la metabolización de T4 a T3.



Kaplan, (1980), ha establecido que el propiltiouracilo

no altera el paso de T4 a T3 en homogenato de hipófisis an
terior de rata. Además,el propiltiouracilo no modifica la

actividad 5'-T4 deiódinasa, en homogenatosde adenohipófi
sis, corteza cerebral y cerebelo de ratas eutoroideas.

b).- Agentesde contraste radiográficos:

En 1975, Bürgi y col., describieron por primera vez la

acción del ácido iopanoico (Telepaque), sobre el metabolismo

de T4. La administración oral de dicho agente colecistográ
fico a sujetos normales, causó una disminución en los nive

les de T sérica, con aumento en los valores de T3 y TSH en4

suero .

Cambios similares en las concentraciones de T3 y T4 han
sido observados en pacientes hipertiroideos y eutiroideos, a

los que se les suministró ipodato de sodio (Oragrafina) vía

oral. (Wuy col., l978a; Wuy col., 1978b)

Al incubar homogenatos de hígado de rata con T4, en pre
sencia de diversos agentes radiográficos utilizados en coli
cestografïa, se determinó que el ipodato de sodio y el ácido

iopanoico inhiben en forma muy marcada la conversión de T4 a
T El ácido tiropanoato de sodio (Bilopaque) tiene una acción3.
permisiva, lO veces menor, mientras que la yodipamida (Colo

grafina) necesita una concentración 100 veces mayor para pro

ducir la mismarespuesta inhibitoria. Otros agentes colices

tográficos, tales comoel iotalamato de sodio (Conray-400) y
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el diatrizoato de sodio (Reno-M-60),no alteraron los valo

res de T3 formados a partir de T4 en las condiciones descrip
tas anteriormente. (Chopra y col., 1977 )

Trabajos realizados por Kaplan y Utiger (197%3, han
mostrado la efectividad del ácido iopanoico en inhibir el pa

so metabólico de T4 a T3 en homogenatos de higado de rata.
Resultados similares han encontrado dichos investigadores,

en homogenatos de riñón de rata.

Ya hemosmencionado que el propiltiouracilo no modifi

ca la 5'-T4 monodeiodinaciónen la glándula hipofisaria.(Sil
va y col., 1978; Cheron y col., 1979). En forma disímil, el

ácido iopanoico inhibe completamente la conversión de T4 a

T3 en dicha glándula. Larsen y col., en 1979, han descripto
que en ratas inyectadas durante 3 días con ácido iopanoico

(5 mg/lOOg peso corporal), se produce un bloqueo total en

la monodeiodinación de T4 a T3, en la adenohipófisis de di
chos animales. Cheron y col., en 1979, han corroborado di

chos efectos. La administración a ratas de ácido iopanoico,

reduce notablemente la metabolización de T4-1251 a T3 mar
cada en los cortes hipofisarios, habiendo una disminución

125en la relación T — I nuclear/medio de incubación. En cam
3

bio, el propiltiouracilo no produce tales modificaciones.

Estudios realizados por Kaplan (1980) han permitido ob

servar que el ácido iopanoico disminuye la conversión de T4

a T3 en la adenohipófisis de ratas.tratadas con dicha droga.
La presencia de dicho agente colecistográfico en el homogenatc



adenohipofisario, inhibe en forma marcada la deiodinación

de T4 a T3.

Obregóny col., (1980) hicieron diversos estudios del

metabolismo de T4-125I en adenohipófisis de ratas tiroidec

tomizadas. La inyección de ácido iopanoico, 48 horas antes

de una dosis fisiológica de T4 marcada, produjo una aboli

ción total en la conversión de T4 a T3 en la hipófisis an

terior, no habiéndose detectado T3radiactiva en otros te
jidos analizados.

Bürgi y col., (1976) han postulado que el ácido iopa

noico compite con la T4 por los sitios activos de la 5'
iodotironina monodeiodinasa.

c).- Dexametasona:

En pacientes hipotiroideos tratados con T4, la adminis
tración de dexametasonaprovoca una disminución significati

va de los valores de T en sangre y un aumento concomitante3

en la concentración de rT sérica, no habiendo modificacio
3

nes en los niveles de T4 circulantes. (Duick y col., 1974;

Chopra y col., 197ái; Burr y col., 1976; Bürgi y col., 1976;

Wuy col., 19780).

croxson y col., (1977) notaron que en pacientes hiperti

roideos, tratados con una combinación de dexametasona (2 mg

cada 6 horas), propiltiouracilo (150 mg cada 6 horas) y una

solución saturada de yoduro de potasio (3 gotas cada 6 horas),

se produce una caída de la T3 sérica en el 65%de los casos,
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dentro de las 24 horas y un 10%más de los pacientes a1

Canzan valores normales de T3, dos sias después.

La administración de hidrocortisona y adenocorticotrg
fina (ACTH)está también asociada con una disminución de

la T sérica y un aumento de la rT3,siendo estos efectos3

menos pronunciados que los de la dexametasona, aún en do

sis equivalentes en términos de efectos glucocorticoides.

La razón de esta diferencia no está dilucidada, pero po

dria estar relacionada con la prolongada vida media de la

dexametasona (Westgren y col., 1977).

Kaplan y Utiger (l978a) han encontrado una disminu

ción en la conversión T4 a T3 en homogenatos de higado de
ratas, previamente inyectadas con dexametasona. Balsam e

Ingbar,(en 1978), han corroborado dicho efecto en cortes

de higado de ratas; sin embargo, no se ha podido demos

trar que la dexametasona inhiba la 5'-T4 deiodinación,en
homogenato de hígado de rata (Hufner y Knopfle, 1976)

d). - Propanolol:

El L-propanolol, agente bloqueante(3 adrenérgico,pro

duce en el hombre una disminución en la deiodinación de T4

a T con un aumento en los niveles de rT3 en sangre.3!
(Shanks y col., 1969; Lotti y col., 1977).

Howey col., (1966) han demostrado en sujetos tratados

con propanolol que, tanto la forma L como la D del propano

lol inhiben la 5'-T deiodinación.Dado que sólo el isóme
4

ro L-propanolol es fi bloqueante,dichos resultados indica



rían que la acción del propanolol en el metabolismo de la

tiroxina no es especifica de un bloqueo p adrenérgico. En

apoyo de esta conclusión, puede mencionarse que el practolol,

otra sustancia P bloqueante utilizada en el tratamiento de
la tirotoxicosis, no modifica los niveles de hormonastiroi

deas circulantes. (Murchisony col., 1976).

Estudios realizados por Heymay col., (1980), han per

mitido determinar que, tanto la forma D y L del propanolol,

disminuyen en forma significativa la conversión de T4 a T3
en túbulos renales aislados de ratas. Dichos autores han

Postulado que la acción del propanolol en la 5'deiodinación
de T es debida a un fenómeno de estabilización de la mem4!

brana celular, más que un bloqueo p adrenérgico.

e).- Amiodarona:

La acción de la amiodarona, agente antianginalY antiarrïg

mico, produjo una disminución en la concentración de T3,

en pacientes hipotiroideos tratados con T4. (Burger y col.,
1976 ).

Balsam e Ingbar, en 1978, encontraron que el tratamiena
to con amiodarona en ratas, provoca una inhibición en la

5'-T4 deiodinasa, en los cortes hepáticos incubados con T4
1251.

4.3.- Localización subcelular de las enzimas deiodinasas:

La conversión de T4 a T3 ha sido observada en diferen
tes preparaciones de tejidos y células, tales como:cortes
de riñón de rata (Albright y col., 1954); corazón perfundi



do de rata (Rabinowitz y Hercker, 1971); cultivo de fibro

blastos humanos (Refetoff y col., 1972); cultivo de célu

las hepáticas y renales humanas (Sterling y col., 1973);

tejido tiroideo de rata (Haibach, 19712; células tiroi
deas humanasaisladas (Bidey y col., 1976); cortes de hi

gado de rata (Balsam y col., 1978;; homogenato de higado
de rata (Hesch y col., 1975; Visser y col., 1975; Chopra

y col., 1977).

Hesch y col., (1975), realizando incubaciones de di

ferentes fracciones subcelulares de higado de rata con T4,

hallaron T3 proveniente de la dehalogenación de T4 en la
fracción microsomal y en homogenatototal, en tanto que en

las fracciones mitocondriales y citosólicas no ocurrió tal

evento. Al incubar microsomasconcantidades crecientes de

T se alcanzó una meseta en el porcentaje de formación de4'

T con concentraciones no fisiológicas de T4. Dichos inves3

tigadores han postulado que‘ïn vivdï el sistema de conver
a T seria no saturable.sión de T4 3

Visser y col., (1978) y Fekkes y col., (1978) locali

zaron la actividad 5'-T4 deiodinasa en el reticulo endoplas
mático de células hepáticas. Estudios efectuados por Leonard

y Rosenberg, en l9782ihan revelado que la enzima 5'-T4 mo
nodeiodinasa puede estar integrada en la membranaplasmáti
ca.

La 5' deiodinación de rT3 a 3-3' diyodotironina (3,3'

T2) se ha investigado en células de hepatocarcinomas de mo
no (Sorimachi y Robbins, 1977), células tumorales de hipófi



sis de rata (Papavasiliou y col., 1977) y homogenatode

higado de rata (Chopra y col., l978É Chopra y col.,l977 ;
Cavalieri y col., 1977; Hüfner y col., 1977; Visser y col.,

l978a). La actividad de la enzima que cataliza dicha reac
ción se ha localizado en la fracción microsomal de homoge

nato de higado de rata. (Fekkes y col., 1979)

La 5 monodeiodinación del anillo tirosilo de la T4,

(produciendorT3) o de la T3 (produciendo 3,3'-T2), ha si
do estudiada en células de hepatocarcinomas de mono (Sori

machi y Robbins, 1977); en homogenato de hígado de rata,

(Chopra y col., 1976; Hüfner y col., 1977; Visser y col.,

1978 ).a

Hoffken y col., (1977), trabajando con microsomas de

hígado de rata, comprobaron 1a 5' deiodinación de T4 con

formación de T3. Estos resultados no han podido ser corro
borados por Fekkes y col. Dichos autores sólo hallaron la

actividad de 5-T deiodinasa, con producción de 3-3' T2.3

Una vez formada la 3,3'-T se degrada a 3' monoyodoti2

ronina (3'-Tl) (Sorimachi y Robbins, 1977) y probablemente

1

boliza fundamentalmente a 3,3'-T2.
a 3-T . Visser y col. (197Qb) observaron que la rT3 se meta

La Figura 4 esquematiza los sucesivos pasos de deiodi

nación de las yodotironinas.

4.4.- Mecanismode acción de las deiodinasas:
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En gran parte de los estudiOS de deiodinación de T4
mencionados anteriormente, cuando hay una disminución de

la T3 sérica, se produce un aumento concomitante de la

rT sin modificarse los niveles de T4 en suero.3’

Surks y Oppenheimer (1971), sugirieron que la 5‘ deio

dinación de la T a T3 y la 5 deiodinación de T4 a rT son4 3

procesos al azar. Dichos autores se basaron en que la ve

locidad de deiodinación de T4 marcada en el suero de pa
cientes, eran similares, tanto en el anillo externo (5'

deiodinación) comoen el interno (5 deiodinación). La ve

locidad de aparición en la orina, del yodo radiactivo pro

veniente de ambas dehalogenaciones, es aproximadamente i

gual.

Dado que la T3 y rT3 sufren sucesivas deiodinaciones,

siendo la dehalogenación de rT3 a 3,3'-T2 muchomás rápida

que la de T3 a 3,3'-T2. Se esperarian velocidades de excre
ción de yodo, similares provenientes tanto del anillo ex
terno comointerno, aún si casi toda la deiodinación comen

zase en el anillo externo, (Chopra y col., 197%3.Dichos
autores han sugerido que las 5' y 5 deiodinaciones de la

T4, con formación de T3 y rT3 respectivamente, no son pro
cesos al azar sino que son pasos metabólicos paralelos, re

gulados por factores independientes o interdependientes de

manera que si una de las vias de deiodinación está inhibida,
la otra está activada.



Kaplan y Utiger (1978), al analizar el metabolismo

de la T4 y rT3 en homogenaïo de hígado de rata, comproba

ron gue la rT3 inhibe en forma competitiva la conversión
de T a T en tanto que la T4 produce una inhibición com4 3'

petitiva en la 5' deiodinación de rT a 3,3'-T . Ambosin3 2

vestigadores concluyen que la caida en los niveles de T3
en suero, acompañada de un aumento en la concentración de

rT3, observada en pacientes con el síndrome de baja T es3'
consecuencia de la inhibición en la actividad de una 5'

deiodinasa, comúnpara ambas vias metabólicas. Por el con

trario, Visser y col., (1983), al estudiar la 5' deiodina

ción de la T4 y rT3 en homogenato y microsomas de adenohi
pófisis de rata, encontraron resultados diferentes. Las

caracteristicas cinéticas de las 5' deiodinación de T4 y

rT3 difieren tanto en los valores de Kmdel sustrato, co
moen las concentraciones óptimas requeridas de ditiotrie

tol. El propiltiouracilo inhibe la dehalogenación de rT3 a
Estos3,3'-T y no modifica la deiodinación de T4 a T2 3'

autores han sugerido la existencia de entidades separadas
5' deiodinasas, con mecanismoscataliticos característicos.

Resultados similares a la respuesta al propiltiouraci
lo, han sido observados por Visser y col., (1981) al estu

diar la 5' deiodinación de yodotironinas en corteza cere
bral de rata.

Trabajos recientes realizados por Maedae Ingbar (1984)

han puesto en evidencia la existencia de dos enzimas 5' mo

nodeiodinasas distintas para T4 y rT3 en adenohipófisis de
rata. Ambosinvestigadores han observado que la administraciór



de T3 o cicloheximida a dichos animales, produce un bloqueo

en la conver51ón de T4 a T3, 3

a 3,3'-T2 no se modifica, mientras que el propiltiouracilo

en tanto que el pasaje de rT

inhibe solamente esta última reacción.

Diversos trabajos han indicado que las 5' deiodinacio

nes de T4 a T3
za enzimática.

y de rT3 a 3,3'-T2 son procesos de naturale

Hillier y col., (1972), al analizar la metabolización

de T en hígado de rata perfundido con dicha hormona, obseï4

varon que el pasaje de T4 a T3 es sensible al calor y de
cinética saturable para el sustrato.

Grussendorf y col., (1977), determinaron que la 5' deig

dinación de T4 a T3 es óptima a pH=7.5, dependiente de la
temperatura y de la cantidad de grupos sulfhidrilos.

La 5'-T monodeiodinación en homogenato de adenohipó4

fisis de rata es óptima a pH=7.5 y dependiente de la con

centración de tiroxina. El tratamiento del homogenatoa 75°C

destruye alrededor del 95%de la actividad enzimática. (Ka

plan, 1980)

Visser y col. (1978), han solubilizado y caracterizado

en forma parcial la 5' deiodinasa de reticulo endoplasmáti

co de hígado de rata. Dicha enzima tiene un peso molecular

aparente de 65000 y un radio de Stokes de 36-37 A°, su coe

ficiente de sedimentación es de 4.3E3501ubilizada en colato
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0.5 %y de 7.6{3en éter W-l al 0.05 %. El pasaje por co

lumna activada con sefarosa-tiol permite aumentar 3 veces

la pureza de las deiodinasas solubilizadas en éter W-l,

mientras que el tratamiento en columnade afinidad sefarosa

glutation no modifica la pureza de la enzima.

Visser y col. (1976); Fekkes y col. (1979) han compro

bado la necesaria presencia de sustancias protectoras de

grupos sulfhidrilos, tales comoditiotreitol (DTT),mercap
toetanol y glutation para que se manifieste la actividad
de deiodinasa. En fracciones microsomales de riñón de rata,

el aporte de dichas sustancias permitió la deiodinación de

T4 a T3,

gado de rata, la actividad deiodinasa aumentópor el agre

(Leonard y Rosenberg, 1977). En homogenato de hi

gado de grupos tioles (Chopra, 1977 ; Hüfner y col.,1977;

Visser y col., 1978a).

Trabajos realizados por Kaplan (1980), han corrobora

do la importancia del DTTy del glutation en la 5' dehalo

genación de la T4 en homogenatos adenohipofisarios de rata.

El tratamiento de preparaciones de deiodinasas de yodo

tironinas con Hg+ (Visser y col., 1975; Chopra, 1977 ); áci

do p-cloromercurifenilsulfónico (Visser y col., 1975); yo

doacetato (Chopra, 1977 ) y N-etilmaleimida (Chiraseveenu

prapund y col., 1976; Chopra, 1977 ) reduce la actividad ca

talítica. Estos hallazgos muestran la localización de un re
siduo de cisteïna, esencial en el sitio activo de las enzi
mas.



Chopra y col., (197%) han señalado que la disminución
en la actividad de la 5' deiodinasa observada en muchas

circunstancias clínicas con una caida de la T3circulante

y aumentode la rïé sérica, es debida a una indisponibili
dad de los grupos sulfhidrilos por la enzima. La inhibi

ción de la 5' deiodinasa provoca una reducción en la pro
ducción de T3 y en el catabolismo de la rT3.

Se han postulado dos mecanismos de acción para la 5'

deiodinasa. Unode ellos propone la participación de los

grupos sulfhidrilos (-é H) en los sitios involucrados en

la monodeiodinación del anillo externo de la T4 y la rT3.
La disponibilidad de los grupos -SHpodrian alterar la con
formación de la enzima, de una forma inactiva a una acti

va. (Chopra y col., 197%).

Alternativamente, los grupos sulfhidrilos podrian ac

tuar comocofactores, cuando la enzima cataliza la monodeig

dinación de T4 y rT3. Estudiando este último mecanismo,
Goswani y Rosenberg (1977), postularon que los equivalentes

de reducción en dicho modelo, son suministrados por FADPH.

En forma contraria, Visser y col., (1976) demostraron que

el NADPHno influye directamente en el pasaje de T4 a T3.

Ya hemos mencionado cómo la dieta influye en la deio

dinación de T4 a T3. Balsam e Ingbar, en 1977 han señalado
que la presencia de NADPHrestaura a niveles normales la

metabolización de T4 a T3, en ratas mantenidas en ayuno.
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El glutation, en su forma reducida, mantiene la acti

vidad 5' deiodinasa (Chopra, 1977 ; Visser y col., 1978 ;

Kaplan, 1980).

Visser y col. (1978), han postulado que la disminución

del metabolismo de la glucosa, en el ciclo de las pentosas,

trae aparejada una reducción en la concentración de NADPH

y de glutation reducido. Esto provoca una reducción en la

actividad de la 5' deiodinasa, estando disminuidas la for

mación de T3 y la degradación de rT3.

Wataya y Santi (1975), compararon el mecanismo de la

deiodinación reductiva de yodotironinas con el de la deha

logenación de la 5-bromoS-yodo 2' deoxiuridilato, catali

zado por la enzimatimidilato sintetasa y ditiotreitol co

mocofactor. Esta reacción involucra el desplazamiento del

yodo en la posición orto, respecto a un grupo hidroxilo en

un compuesto aromático.

La estructura caracteristica de los sustratos que ex
perimentaron dehalogenación reductiva por timidilato sinte

tasa, se parecen a la T4, T3, rT3 y al 5 propil-2 tiouraci
lo (5-PTU), conocido inhibidor de la 5' deiodinasa. (Visser

y col., 1976). En base a estas consideraciones, Visser y

col. (197%), han propuesto que el mecanismo de la 5' deio

dinación de T4 a T3, es similar al de la dehalogenación por
timidilato sintetasa. Esto implicaría un ataque primario de

un grupo nucleofilico de la enzima, por ejemplo, un grupo



sulfhidrilo a la posición C (o su equivalente C6) del ani2

llo tirosilo de T4 o rT3, formándose un complejo covalen
te enzima-sustrato. (Visser y col., 1978 ). La velocidad

a 3,3'-Tde deiodinación de rT seria mayor que la de3 2

T a T dado que en esta última reacción, la presencia en4 3’

la tiroxina de dos átomos de yodo en la posición 3 y 5 del

anillo tirosilo, produciría un impedimentoestérico al a

taque nucleofilico de la enzima. Dicho efecto es menor en

la rT (un solo átomo en el anillo externo).3’

La monodeiodinación de rT3 a 3,3'-T2 es óptima a pH=
6.0-6.5. A dicho pH, la estructura fenólica no está di

sociada, favoreciéndose así el ataque nucleofïlico de la en
zima, (Visser y col., 1978 ).a

En la 5' deioidinación de T4 a T3, el pH óptimo es de
alrededor de 8; aunque a dicho pH la forma fenólica está

parcialmente disociada (pKhidroxilo fenólico< pH), impi

diendo, en parte, el ataque de un grupo nucleofïlico de la

enzima, hay que tener en cuenta que las condiciones ópti

mas del homogenato en la 5' deiodinación, no sólo dependen

de la naturaleza enzimática de la reacción, sino también de

la disponibilidad de los sustratos y del pHen la unión de

yodotironinas a las proteinas citoplasmáticas. (Visser y

col., 1978 ; Chopra y col., 197%}.a

4.5.- ¿ La tiroxina es una prohormona o una hormona?.:
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El mecanismode acción de las hormonas tiroideas, se

puede esquematizar en las siguientes secuencias de eventos:

(l) entrada de la hormonalibre a la célula blanco, pene

trando a través de la membranacelular; (2) unión a una o

másproteínas citosólicas; (3) existencia de un eguilibrio

entre hormonalibre y unida a dichas proteinas; (4) incor

poración de hormonalibre a sitios de unión de alta afini

dad y baja capacidad, presentes en el núcleo celular. Di

chos receptores son proteínas no histónicas, acïdicas y
están localizadas en la cromatina nuclear; (5) aumento de

la actividad transcripcional y en la formacióny libera
ción de ácido ribonucleico mensajero (RNAm)al citoplas

ma; (6) estimulación de la actividad de traducción y en la

síntesis de proteinas y enzimas. (Oppenheimery col.,1976).

Este modelo se cumple, tanto para la tiroxina comopara la

triyodotironina. (Figura 5 ); sin embargo, el hecho de

que la T3 es biológicamente más potente gue la T4 (Gross y
Pitt-Rivers, 1952; Lerman, 1953), junto con las observacig

nes de la conversión de T4 a T3, tanto in vivo (Braverman
y col., 1970; Oppenheimery col., 1972) como in vitro (re

visión Chopra y col., l97ag, llevaron a algunos autores a
postular que la T4 actuaria comouna prohormona, siendo la

T3 la hormona activa.

Numerososestudios se han realizado para aclarar tal

aspecto.

En los habitantes de algunas regiones con endemia bo

ciosa, se observa una concentración sérica normal o modera

damente elevada de T estando los niveles de T4 bajos.3'
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FIGURA 5
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(Delange y col., 1972; Patel y col., 1973 ; Pharoah y

col., 1973; Chopra y col., 1975b).

Al analizar las concentraciones de TSHy T4 plasmá
tica en dichos sujetos, se estableció una relación inver
sa entre ambas hormonas. Por el contrario, no se observó

tal relación entre TSHy T3 plasmáticas, (Chopra y col.,

l975b). Estos resultados sugeririan que la T4 puede supri
mir los efectos de la TSHsin su previa conversión a T3.

(Chopra y col., 1975b).

Silva y Larsen, en 1977, encontraron en ratas hipoti

roideas inyectadas con T una correlación altamente sig3!
nificativa entre la concentración de T3 nuclear y la su
presión de TSH. Al inyectar T en cantidades lO veces ma4

yores que la dosis de T se observó una respuesta simi3!

lar, medida como TSHplasmática y una concentración nuclear

de T3 del orden de la hallada anteriormente al tratar a

los animales con T no detectándose T4 en los núcleos hi3'
pofisarios. Dichos autores postularon que la inhibición de

la respuesta hipofisaria ocurre por la interacción de la T3
con su receptor nuclear, actuando la T via monodeiodina4

ción infrahipofisaria a T3.

Larsen y col. (1979) investigaron la concentración de

T3 en los núcleos celulares de hipófisis, higado y riñón
de ratas eutiroideas, tomandoen cuenta 1a contribución de

T3 plasmática y de aquella originada por la monodeiodina

ción intracelular de la T . La T3 proveniente de la dehalo4



genación de T4, contribuye levemente a la concentración

nuclear de T3 en hígado y riñón, estando la mayor fuente

dada por la T3 plasmática. En cambio, en la hipófisis de

dichos animales, más del 50 %de la T3 nuclear proviene

de la 5' monodeiodinación de la T4. (Figura 6)

El ácido iopanoico es un conocido bloqueante de la

conversión de T4 a T3. (Kaplan y Utiger, 197%; Larsen y
col., 1979; Cheron y col., 1979; Kaplan, 1980). En ratas

hipotiroideas, una dosis de T4 causó una significativa dis
minución de los niveles de TSHplasmáticos. El pretrata

miento con ácido iopanoico, no produjo variaciones en los

valores de TSH, medidos luego de la inyección de T4. (Lar
sen y col., 1979).

Obregón y col. (1980), observaron que el tratamiento

con ácido iopanoico en ratas hipotiroideas, abuele la
acción de T medida como concentración de hormona de cre4!

cimiento en la hipófisis. Estos resultados remarcan, aún

más, que la acción de T4 en la hipófisis es a través de su

conversión a T3, el bloqueo de la 5' deiodinación anula la

acción biológica de la T4.

Segal y col. (1977), demostraron que la T4 y T3 aumen
tan la incorporación de la 2-deoxiglucosa y el transporte

de la 3-O-metilglucosa en células embrionarias de corazón

de pollo, siendo la potencia de la T4 alrededor de 5 veces

menor que la de la T3.
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FIGURA 6
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Dickstein y col. 1980 ), analizando el metabolismo de

la tiroxina en dicho medio celular, comprobaron que la T4

se deiodina a rT3 y no a T3, por lo que la T4 actuaría "per
se". En ratas tratadas con ácido iopanoico, en una concen

tración tal que inhibe la conversión de T4 a T3,
tración de tiroxina produce un aumentode los niveles de

la adminis

TSH, en respuesta a la TRH. (Boado y col., 1982).

En conclusión, la T4 para poder actuar, se debe deio
dinar a T comportándose asi como una prohormona, aunque3'
en algunos sistemas celulares podría actuar comouna hormona.

Estudios más profundos deben realizarse para aclarar tal as

pecto.

4.6.- Metabolismode la tiroxina en lagglándula tiroides:

Bajo condiciones de una deficiencia de yodo, la tiroi

des se adapta con una disminución en la secreción de tiro

xina y un aumentoconcomitante en la liberación de triyodo

tironina. (Studer y Green, 1968).

Green y col. (1968), al perfundir tiroides de rata con
T

131I, comprobaron un aumento en la relación__í_ en el efluen
T

te de la vena tiroidea respecto a la del 4 digesto pan

creático de la tiroglobulina.

Haibach, en 197%, realizó el primer estudio de metabolil ab
en tiroides de rata. Al incubar lóbulos tiroi

4

deos con T4 - 1311 durante 5-6 horas, se produjo una caida

zación de T



en el porcentaje de la T4 marcada y un aumento significati

vo en el porcentaje de la T3 radiactiva. La presencia, en
el medio de incubación, de dinitrotirosina, conocido inhi

bidor de las yodotirosinas deiodinasas, no altera la con
aTversión intratiroidea de T4 3.

Dawbery col. (1971), al investigar la deiodinación

de T4 _ 131 I en homogenatostiroideos de rata, detectaron

que el propiltiouracilo y el metilmercaptoimidazol inhiben

la dehalogenación, sugiriendo un mecanismode deiodinación

de la tiroxina, asociado a la acción de una peroxidasa.

La conversión de T a T se observó en cortes, homo
4 3

genatos y células aisladas de tiroides bovinas. La capaci

dad de 5'-T4 monodeiodinación, resulta dos veces mayor res
pecto a la del músculo y un tercio menor a la del tejido

hepático. La presencia de TSHaumenta la conversión de T4

a T3 en las células tiroideas bovinas. (Maayan, 1975)

Bidey y col. (1976), estudiaron 1a metabolización de

T4 y T3 en cultivo de células tiroideas humanas. La T4 y

T3 se dehalogenan progresivamente en dicho medio. La dismi
nución en la T está acompañada de un aumento concomitante4

de T y el agregado de TSHno modificó la cantidad de T3 for3

mada.

Green, en 1978, determinó que la tiroxina se metaboli

za en tiroides de rata, formándose alrededor de un 50%de

triyodotironina, luego de 3 horas de incubación. Tanto el
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metilmercaptoimidazol comoel ácido ascórbico, no modifi

can la deiodinación de T4; en cambio, el propiltiouracilo
la inhibe. Las incubaciones bajo oxigeno o nitrógeno, no
alteran la 5' deiodinación.

En preparaciones microsomales de tiroides de rata, se

detectó una deiodinación secuencial de T4 a T3 y rT3, con

dehalogenación de ambas triyodotironinas a 3, 3'—T2. Dichas
deiodinaciones requieren ditiotreitol y un pHóptimo de 6.5.

El calentamiento a 60°C de los microsomas, abuele la acti

vidad enzimática. El propiltiouracilo inhibe parcialmente

la conversión de T4 a T3, el metilmercaptoimidazol no la
modifica. (Erickson y col., 1981)

Ishii y col. (1981) analizaron, en sujetos, la meta

bolización de T a T en tejidos tiroideos normales, adeno4 3

matosos y con enfermedad de Graves. La generación de T3 es
dependiente del tiempo de incubación, cantidad de tejido

agregado, concentración de ditiotreitol, temperatura y pH.

El propiltiouracilo inhibe la 5' deiodinación y en cambio
el metilmercaptoimidazol no la altera. La deiodinación in

tratiroidea de T4 a T3 está aumentada en los pacientes con
enfermedad de Graves. Estos resultados fueron confirmados

por Ishii y col., (1982) en tiroides de pacientes con en

fermedad de Graves. La 5' deiodinación en tales tejidos, re

sulta óptima a pH 5.5 - 6.5, en tanto la 5 deiodinación o

curre preferencialmente a pH 9.0. En ambas deiodinaciones eS
necesaria la presencia de ditiotreitol. El propiltiouracilo

y el ácido iopanoico inhiben la conversión de T4 a T3, en



tanto el metilmercaptoimidazol y el IK no la alteran.

Erickson y col. (1982), al estudiar la 5'-T4 deiodi
nación en microsomasde tiroides de ratas bociosas vieron

un aumento en la 5' deiodinasa, respecto a los valores

controles. Dichos investigadores atribuyen tal estimulo a

la acción de la TSHelevada en los animales hipotiroideos.

Trabajos recientes de Kubota y col. (1984), han de

mostrado que en ratones tratados durante 5 dias con TSH,

se produce un aumento en la secreción de T3 respecto a la
de T tanto "in vivo" como"in vitro". Al incubar los4!

lóbulos tiroideos con propiltiouracilo, sólo se detecta un

aumento en la secreción de T4 en los animales con 3-5 dias
de tratamiento con TSH;los valores de T secretados no es3

tán alterados, a diferencia de los de rT3 que están aumen
tados. El metilmercaptoimidazol no modifica la secreción

de yodotironinas.

5.-'REGULACION TIROIDEA

5.1.- Eje hipotálamo-hipofiso-tiroideo:

El lóbulo anterior hipofisario regula la función ti
roidea, mediante la tirotrofina (TSH).Ésta hormonase sin

tetiza en los tirotrofos, células basófilas de la adenohipó
fisis y presenta una estructura glicoproteica de peso mole
cular de alrededor de 28.000.

La sintesis y secreción de TSHse encuentran bajo con

trol de diversas áreas del sistema nervioso central, funda

mentalmente la zona hipotalámica, a través de la hormona



liberadora de TSH (TRH).

Las hormonas tiroideas disminuyen la TSHplasmática,

inhibiendo la sintesis y secreción de la hormonatirotró

fica, como asi también el número de receptores para TRH.

Ante una disminución de las hormonas tiroideas en san

gre, se produce un aumento en los niveles de TSH; la tiro

trofina actúa en la glándula tiroidea provocandouna esti

mulación de la síntesis y secreción de yodotironinas con lo

que se restablece el equilibrio, por lo que la hipófisis y;
la tiroides se encuentran en un estado de control mutuo.

En la Figura 7 se puede observar el eje hipotálamo

hipofiso-tiroideo y las interacciones hormonalescorrespon
dientes.

La tirotrofina, al igual que las otras hormonaspro

teicas, se une en forma especifica a un receptor ubicado en

la membranacelular. (Amiry col., 1973; Lissitzky y col.,

1973; Manley y col., 1972).

Trabajos de Mullin y col., 1976, demostraron que el a

gregado de ganglidsidos inhibe la unión de TSHa membranade
tiroides bovina.

Estudios realizados en una-línea tumoral de tiroides de

rata que no respondía a la TSHy sí al dibutiril AMPciclico

(db AMPciclico), el contenido de gangliosidos estaba dismi

nuído en dichas membranas (Meldolessi y col., 1976). En base

a estos resultados, se ha postulado la presencia de ganglio
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sidos en el receptor de membrana para TSH.

Al interaccionar con su receptor, la TSHestimula la

adenilato ciclasa, enzimaque cataliza la hidrólisis del

ATPcon producción de AMPcíclico (Pochet y col., 1974). El

AMPcïclico sería el mediador de prácticamente todas las

acciones de TSH (Dumonty Vassart, 1980; Dumont y col.,1978).

Sin embargo, Jacquemin y col. (1970) observaron que la TSH

estimula la hidrólisis del fosfatidilinositol, siendo un

efecto rápido en el que no participa la AMPciclico.

El AMPciclico activa a un grupo de enzimas, las pro

tein-quinasas.

Las protein-quinasas están formadas por dos subunida

des: una denominadacatalïtica y la otra regulatoria. Cuan
do ambas están unidas la enzima es inactiva. El AMPcïclico

se une a la subunidad regulatoria, disociándola de la cata

lítica. Esta última se convierte en activa y utilizando
ATPcataliza la fosforilación de los diferentes sustratos.

(Spaulding y Burrow, 1972, 1974; Field y col., 1975). En

la Figura 8 se puede observar el mecanismo de acción de
la tirotrofina en la célula tiroidea.

5.2.- Acciones de la TSH:

La TSHregula prácticamente todos los procesos metabg

licos que ocurreqen la glándula tiroides (Field, 1978; Du

mont, 1971); para ello produce dos tipos de efectos, aque

llos que se manifiestan en pocos minutos (rápidos) y los

que se evidencian en horas e incluso días (lentos).
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5.2.l.- Efectos rápidos:

A tiempos cortos, la TSHaumenta el eflujo de yodo

desde la célula tiroidea, disminuyendola relación I ti

roides/I suero (T/S), debido a un aumento en la permeabi

lidad de la membrana (Halmi y col., 1960; Knoppy col.,

1970). Luegode varias horas el efecto se revierte produ

ciéndose un aumento en los valores de T/S (Halmi y col.,

1960; Williams y Maloyan, 1975).

La TSHestimula, a tiempos precoces, la organificación

del yodo, tanto a nivel de la formación de yodotironinas

(MiT, DiT), como del acoplamiento de éstas para dar T3 y
T . De Groot y Nieppomniszceze (1977), han postulado que4

la TSHal estimular el metabolismo de los carbohidratos,

aumenta los niveles de los piridin nucleótidos, favore

ciendo la formación de H202, sustrato necesario para ac
tivar la peroxidasa tiroidea. Field y col., (1960)obser

varon que la TSHaumenta la captación de glucosa por par

te de la célula tiroidea, que posee un contenido de glu

cógeno escaso (Ahny col., 1971).

Comoya se ha mencionado, un porcentaje de la gluco

sa captada es incorporada a proteínas, formándose asi la

tiroglobulina inmadura, la cual contiene un 10%de carbohi
dratos.

La TSHdisminuye la incorporación de glucosa a protei

nas, produciendo una degradación de la tiroglobulina y au

mentando el ciclo de las pentosas. De esta forma aumentan



los niveles de NADPHnecesarios para la formación de H2O2
(De Groot, 1965).

La TSHfavorece la secreción de hormonas tiroideas a

tiempos muycortos. Estudios“in vitro"han permitido obser
var la presencia de pseudópodos a los minutos de haber a

gregado la TSHal medio de incubación, produciéndose así

la fagocitosis y proteólisis del coloide (Williemsy col.,
1970).

Si bien en la célula tiroidea existe una síntesis de

aminoácidos a partir de intermediarios del metabolismo de

la glucosa y del ciclo de Krebs, el mayor aporte es a tra

vés del pool exógeno de aminoácidos. La TSHestimula en

forma significativa la entrada de aminoácidos a la célu
la tiroidea (Raghupathy y col., 1964).Tong, 1967; Lecocq

y Dumont, 1973 observaron que la TSHaumenta la incorpo
14 14ración de C-leucina y C-tirosina a tiroglobulina y

proteinas no yodadas.

La TSHestimula la agregación de polisomas durante la

traducción (Tong, 1967). Diversos trabajos han permitido

corroborar que el AMPcïclico es el mediador de las accio

nes de TSHsobre sintesis proteica, tanto‘in vitro"(Lecocq

y Dumont, 1972; Pisarev y col., 1977; Wilson y col., 1978)

comouinvivo”(Pisarev y col., 1970).

La TSHestimula tanto la incorporación de nucleótidos

precursores al RNA,comola transcripción nuclear.Lindsay

y col., (1971) encontraron que la TSHaumenta el pool de



ribonucleótidos en la célula tiroidea. Adiga y col.,(1975)

encontraron que la TSHestimula la actividad RNApolimera

sa en núcleos tiroideos porcinos. Similares resultados fue
ron obtenidos con tiroides caninas (Kleimande Pisarev y

col., 1979).

La TSHaumenta tanto la actividad<ie polimerasas, como

la disponibilidad del templado (Pisarev y Spaulding, 1980).

La TSHestimula la incorporación de precursores a fos

folipidos, a través de un aumento en el recambio y sínte

sis de los mismos (Scott y col., 1970).

La síntesis de prostaglandinas también está aumentada

por el agregado de TSH (Burke y col., 1973; Igarashi y

Kondo, l981á, aunque trabajos recientes de Boeynaems, 1983,
cuestionaron la participación de la TSHen la biosïntesis

de prostaglandinas. Másadelante analizaremos con más deta

lles el papel de la TSHsobre el metabolismo de los lípidos.

5.2.2.- Efectos lentos:

La TSHejerce efectos lentos relacionados principalmeg
te con el crecimiento y diferenciación celular.

La administración crónica de TSHa cobayos, causa hi

pertrofia e hiperplasia tiroidea con un aumento en el RNA

por célula, mientras que el DNAno se encuentra modifica

do (Matovinovic y Vickery, 1959).
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Si bien se ha mimetizado la acción de la TSHcon el

AMPciclico en la inducción de fenómenos de diferenciación,

no se ha podido corroborar ésto en los procesos de creci

miento celular. El dibutiril-AMPciclico no reproduce los
efectos estimulatorios de la TSHsobre la división celu

lar y sintesis en cultivos celulares tiroideos (Pawlikows

ky y col., 1979; Winand y col., 1976).

Una primer exposición de TSHa la célula tiroidea,

provoca a la misma cambios, por lo que se produce una me

nor respuesta luego de una segunda exposición de TSH; di

cho fenómeno se denomina desensibilización (Shumany col.,

1976; Rappoport y Adams, 1976).

Se han encontrado dos mecanismos diferentes de desen

sibilización. Unoinvolucra al sistema adenilatociclasa

AMPciclico y es especifico, pues durante el periodo de re

fractoriedad inducido por la TSH,no se modifica la esti

mulación en la formación de AMPcicliCOIinducida por pros
taglandinas E ni por la toxina del cólera (Holmesy col.,l,
1980; Shumany col., 1976). El otro mecanismo seria distal

a la formación de AMPciclico, ya que durante el periodo de

desensibilización disminuyenlos efectos estimulatorios del

AMPcïclico, prostaglandinas E1 y acetilcolina sobre dife
rentes parámetros tiroideos: oxidación de glucosa, organifi
cación del yodo, incorporación de precursores a fosfolipi

dos (Field y col., 1977, 1979).



5.3.- Papel del ácido araouidónico y sus derivados en la

regulación tiroidea:

Numerososestudios realizados en los últimos diez

años, han puesto en evidencia la importancia de los lípi

dos en la fisiología tiroidea.

El ácido graso más abundante, presente en la célula

tiroidea, es el 5-8-11-14 eicosatrienoico o ácido araqui

dónico (AA). Dicho ácido puede originarse por dos mecanis

mos diferentes, uno por acción de la fosfolipasa C que li

bera el AAde los triglicéridos y el otro mediado por la

fosfolipasa A2gue hidroliza el fosfatidilinositol con pro
ducción de AA, siendo este último mecanismo el que provee

mayor cantidad de AA.

Hasta hace unos pocos años se creia que el AA, una vez

liberado, podria seguir dos caminos diferentes, formación

de prostaglandinas y prostaciclinas a través de ciclooxi
genasas y biosíntesis de leucotrienos, proceso mediadopor

lipooxigenasas (Bergstrom y col., 1964; Dorp y col., 1964;

Lands, 1979).

Recientemente se ha descripto una tercer vía, que es

la formación de derivados yodados del ácido araquidónico,

catalizado por peroxidasas (Boeynaemsy col., 1980). En la

Figura 9 se esquematizan los dos primeros caminos metabó

licos descriptos del AA.

En esta sección se analizará con detalle los mecanismos

que regulan los distintos pasos metabólicos del AAy la im

plicancia de los mismosen la función tiroidea.
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5.3.l.- Biosïntesis de prostaglandinas en la glándula ti
roides:

Estudios in vitro han demostrado que la glándula ti

roidea de varias especies animales sintetiza y libera di
ferentes prostaglandinas: PGE PGF 6-ceto PG2' 2.a 1d Y

tromboxano B (Yu y col., 1972; Burke, 1973; Friedman y2

col., 1975; Haye y Jacquemin, 1977; Margotat y col., 1978;

Boeynaemsy col., 1979 ; Takasu y col., 1981).

Van Sade y col., (1980); Patrono y col., (1981) obser

varon la formación de prostaglandinas en tiroides humana.

Friedman y col., (1976) han comprobadoque la tiroi

des bovina contiene la enzima 9-cetoreductasa, que trans

forma la PGE2en PGFZq. Cortes de tiroides de perro libe
ran continuamente pequeñas cantidades de PGE PGF y2' 2a

tromboxano B2 (Boeynaems y col., 1979).

La liberación de prostaglandinas está acompañadade

una inmediata sintesis de novo, ya que es rápidamente blo

queada por inhibidores de las ciclooxigenasas. La disponi
bilidad de sustrato (ácido araquidónico) es el factor limi
tante de la biosíntesis de prostaglandinas en la célula ti

roidea, el AAexógeno aumenta en forma muy marcada la for

mación de PGE2 y PGP (Boeynaems y col., 1980b).2d

La síntesis de prostaglandinas está bajo el control
2+ . .de la concentración intracelular de Ca .En 1a tirOides,



2 estimulacomo en otros tejidos, el ionoforo A 23187-Ca+

la producción de prostaglandinas (Boeynaems, 1979 ; Van

Sade y col., 1980).

Boeynaemsy col., 1970 , demostraron que la carba

milcolina y epinefrina potencian la liberación de PGE2y

PGFZVen cortes de tiroides canina a través de Ca+2 y re
ceptorestx adrenérgicos. Estas acciones constituyen una

de las expresiones de la regulación que el sistema ner

vioso autónomoejerce sobre la función tiroidea (Melander

y col., 1974).

El yoduro inhibe en forma especifica la estimulación

colinérgica en la formaciónde prostaglandinas en tiroi

des de perro (Boeynaemsy col., 1979 ). La presencia de

metilmercaptoimidazol bloquea la acción inhibitoria del

yoduro, sugiriendo ésto que la sintesis de prostaglandinas
tendría lugar en las células foliculares que metabolizan

el yodo más que en otros componentes celulares de la glán

dula tiroidea. Boeynaemsy col., 1979 , confirmaron estos

resultados, visualizando que la concentración de drogas

tioderivadas necesaria para bloquear la formación de pros

taglandinas tiroideas es tal, que también-produce una dig
minuciónen la biosintesis de prostaglandinas renales.

Existen resultados contradictorios acerca de la esti

mulación de la TSHsobre la sintesis de prostaglandinas.

Burke y col. (1973); Yu y col. (1972) determinaron que la



TSHy el AMPcïclico aumentan los niveles de prostaglandi

nas E y F en células tiroideas boVinas. Burke, en 1973,

obtuvo resultados similares en tiroides de rata y ratón.

Sin embargo, la TSHno estimula la liberación de pros

taglandinas al medio extracelular (Burke, 1972). Friedman

y col., (1975) han sugerido que la acción estimulatoria de

la TSHsobre la formación de prostaglandinas seria mediada
a través de AMPce involucraría la activación de la cicloo

xigenasa tiroidea.

Haye y col., (1974) han demostrado que la TSHy el

AMPcíclico aumentan el contenido de prostaglandinas en cor
tes de tiroides porcina.

El efecto de la TSHse debería fundamentalmente a la

estimulación en la actividad de la fosfolipasa A2 (Hayey
col., 1973), por lo cual aumentala disponibilidad de áci

do araquidónico libre (Haye y Jacquemin, 1977).

Haye y col., (1974), han demostrado que el AMPciclico

estimula la fosfolipasa C, aumentandolos niveles de ácido

araquidónico originado a partir de triglicéridos.

Igarashi y Kondo (l981g, observaron un aumento transi
torio en los niveles de PGE en folículos tiroideos porci2

nos tratados con TSH. Dichos autores sugirieron que la TSH

estimula la degradación de fosfatidilinositol y acumulación
de diacilglicerol.
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Sin embargo, Boeynaems y col., (1970), no han obser

vado efecto alguno (estimulación o inhibición) de la TSH

o del AMPcïclico en la liberación de PGE2y PGEzqen cor
tes tiroideos de perro.

Cortes tiroideos humanosproducen las mismas cantida

des de 6-ceto PGFld en presencia o ausencia de TSH (Patro
no y col., 1981)

Levasseur y col., (1980) comprobaron que la estimula

ción crónica de TSHen ratas, provoca un aumento en la ac

tividad ciclooxigenasa tiroidea. En formacontraria, la

exposición crónica de TSHa células tiroideas porcinas dig

minuye la síntesis de PGE2 (Margotat y col., 1978; Takasu
y col., 1981 ).

La magnitud de la respuesta a la TSHes muy pequeña,

(Haye y Jacquemin, 1977; Igarashi y Kondo, 1981), debién

dose utilizar altas concentraciones de TSH(Burie y col.,
1973), por lo que la acción aguda de la TSHsobre la for

mación de prostaglandinas no está aún dilucidada.

5.3.2.- Efectos de las prostaglandinas en la glándula ti
roidea. Su implicancia fisiológica:

Las prostaglandinas de las series E (PGE1y PGEZ)y
prostaciclinas estimulan la adenilatociclasa y reproducen

la mayoría de ios efectos de la TSHsobre el metabolismo

intermedio y funciones especializadas (Field y col., 1971).



Moore y Wolf (1973), han encontrado sitios de unión

para PGE en membranasplasmáticas de tiroides bovina.l

La PGElestimula la adenilatociclasa tiroidea en ho
mogenatos tiroideos (Zor y col., 1969 ; Burke, 1970; Wolff

y Jones, 1971; Mashiter y col., 1974).

Wolff y Hope Cooke (1973) han demostrado que las accig

nes estimulatorias de TSHy PGEl, sobre la adenilatocicla
sa tiroidea, se llevan a cabo a través de distintos recep

tores, siendo las estimulaciones de TSHy PGE1aditivas.

Mientras que la PGEl estimula la acumulación de AMPcicli
co en forma transitoria, la acción de la TSHes más pro

longada (Van Sade y col., 1975).

La PGE1aumenta los niveles de AMPciclico en células
tiroideas de diferentes especies animales (Kanekoy col.,

1969; Ahn y Rosenberg, 1970 ; Dekker y Field, 1970; Van

Sade y Dumont, 1973; Takasu y col., 1981 ). Takasu y col.,

(1976); Yamamotoy col., (1979); Van Sade y col., (198%;
han corroborado dichas acciones en humanos.

Las prostaglandinas PGE PGE y PGI1’ 2 2

mayoria de los efectos de la TSHmediados por AMPcíclico,

reproducen la

tales como:

- descarga de yodo acumulado (Ahn y Rosenberg, 1970 ; Taa
kasu y col., 1981 ).

- estimulación de la organificación del yodo y unión a pro
teïnas (Rodeshy col.,l969; Takasu y col., 1981 ).



- secreción de hormonas tiroideas, ya sea por acumulación

de gotas coloidales (Burke, 1970; Onaya y Solomon, 1970;

Willems y col., 1970) o por liberación de compuestos mar

cados extraibles con butanol de tejidos premarcados.

(Ahn y Rosenberg, 1970 Willems y col., 1970).b;

activación del ciclo de las pentosas (Rodeshy col.,l969;

Zor y col., 1969 ; Onaya y SCflomon, 1980).

- inducción de ornitina decarboxilasa (Mockely col.,l980).

En estudios realizados in vitro, las prostaglandinas

de la serie Ï‘no estimularon la adenilatociclasa (Dekkery

Field, 1970; Yamamotoy col., 1979). En forma contraria,

la administración de PGÏEÑa una mujer embarazada, para
inducir el aborto, produce un aumentoen los niveles cir

culantes de T3 y T4, no asi los de TSH (Shenkman y col.,
1974). Mediante el empleo de inhibidores de la actividad

de la ciclooxigenasa, se ha podido también analizar el pa
pel de las prostaglandinas sobre la función tiroidea. Tan

to la aspirina ( Vane'lgjl ) comola indometacina son dro
gas que bloquean la biosíntesis de prostaglandinas.

En todos estos efectos analizados, las concentraciones

de PGE PGE PGFZd, y prostaciclinas, fueron farmacoló1’ 2’

gicas y no fisiológicas. La aspirina inhibe la organifica
ción del yodo y su unión a proteínas tiroideas. Sin embar

go, la indometacina no disminuye tales parámetros tiroideos

(Boeynaems y col., 1975; Madaoni y col., 1974).Boeynaems y

col., (1980 ) han sugerido que la acción inhibitoria de la
b



aspirina no ocurriría a través de una inhibición sobre la

actividad ciclooxigenasa, por lo que la biosíntesis de

prostaglandinas no estaria involucrada en el proceso de

yodinación.

La indometacina inhibe la secreción de hormonastiroi

deas en el perro (Boeynaemsy col., 1975) y disminuye en

.la rata los niveles circulantes de T3 y T4, tanto basales
como estimulados con TSH. (Thompson y col., 1977). En am

bos efectos inhibitorios, la concentración de indometaci

na empleada es mil veces superior a la necesaria para blo

quear la ciclooxigenasa tiroidea.

En el hombre, la indometacina no modifica las concen

traciones basales de T3 y T4 (Rameyy col., 1976; Croxson
y col., 1977), no altera los niveles de T estimulados por3

TRH(Rameyy col., 1976); no modifica la concentración de

TSHsérica ni la liberación de yodo radiactivo por la glán
dula tiroidea (Croxony col., 1977).

Sluszkiewicz y Pawlikowski (1980) han observado que

la indometacina y aspirina inhiben el efecto mitogénico de

la TSHsobre la tiroides de rata. Dichos efectos no han po
dido ser confirmados en estudios realizados in vitro. Juve

nal y col., (1978) no encontraron efecto de las PGSSO
bre la biosíntesis de RNA.

a

Al analizar diversas experiencias en presencia de inhi
bidores de la biosintesis de prostaglandinas, es decir dis

minuyendolos niveles fisiológicos de dichos compuestos
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derivados del AA, no se ha observado efectos biológicos,

por lo que las prostaglandinas endógenas no jugarian un

papel importante en la fisiología tiroidea, actuando só

lo en concentraciones farmacológicas.

5.3.3.- Biosintesis de leucotrienos en la glándula tiroidea.
Su implicancia fisiológica:

Las prostaglandinas no son los 'únicos compuestos de
la familia de los eicosanoides.

El ácido araquidónico disminuye la acción estimulato

ria de bajas concentraciones de TSHsobre la secreción hor

monal en tiroides de perro, no teniendo efecto sobre la se

creción estimulada por dosis altas de TSHo de dibutiril

AMPciclico. El ácido araquidónico también inhibe la pro

ducción de AMPciclico estimulada por TSH, efecto que no se

bloquea por indometacina (inhibidor de las ciclooxigenasas)

ni por el ácido 5-8-11 eicosatrienoico (ETYA),inhibidor de

las ciclooxigenasas y lipooxigenasas. (Boeynaemsy col.,

l980t). Dichos autores sugirieron que el ácido araquidónico
actuaria "per se", sin necesidad de convertirse en otros me
tabolitos.

Gerard y col., (1981) observaron que el ácido araqui

dónico disminuye los niveles de AMPciclico estimulados por
TSHen cultivo de células tiroideas de cerdo. Otros ácidos

grasos no saturados, comolos ácidos linoleico y linoléni

co, también disminuyen los valores de AMPciclico en respues

ta a la TSH, pero con menor eficiencia.



Boeynaemsy col., (1982) han sugerido que el ácido

araquidónico actuaría sobre el receptor de TSHo sobre el

acople del receptor y la adenilatociclasa, disminuyendo

en forma específica la respuesta de las células tiroideas
a la TSH.

Este efecto intrínseco del ácido araquidónico está en

concordancia con la acción de otros ácidos grasos poliin

saturados sobre la función de la membranacelular, ya que

al aumentar la fluidez de la membrana,interfieren con el

acople del receptor de la TSHa la adenilatociclasa.

(Livitzki y Helmreich, 1979).

Boeynaemsy col., (198% ) han demostrado que el áci
do araquidónico estimula la yodinación de proteinas en cor

tes tiroideos de perro.

Gerard y col., (1981) observaron un efecto dual del

araquidónico en células tiroideas porcinas. En células de

cultivo de 1 a 4 días, el AAestimula la yodinación; en

cambio, en células de 4 días tratadas con TSH, el ácido

araquidónico inhibe en forma muymarcada el proceso de yo
dinación.

La indometacina no modifica la yodinación de protei

nas, tanto en condiciones basales comoestimuladas por

TSHen tiroides de perro (Boeynaemsy col., 1975), des

cartando la vía de las prostaglandinas sobre dicho pará

metro tiroideo. En cambio, el ácido eicosatrienoico lo dis
minuye, tanto los valores basales comolos estimulados por



TSHo carbamilcolina (Boeynaemsy col.,l980b) Dicho re
sultado ha sido confirmado por Haye y col., (1982) en cg
lulas tiroideas de cerdo.

El ETYA,al disminuir la via de las lipooxigenasas

bloquea la biosintesis de los leucotrienos que estarian in

volucrados en el proceso de organificación del yodo.

Levasseaur y col., (1981) observaron la formación de

uno de los principales productos de las lipooxigenasas, el
ácido 12-L hidroxi, 5-8-10-14 eicosatetranoico(lZ-HETE),

al incubar homogenatostiroideos de ratón con ácido ara

quidónico marcado. El lZ-HETEestá sujeto al control de la
TSHen tiroides de ratón. La hormonatirotrófica estimula

la incorporación de dicho leucotrieno a fosfolípidos tota

les (Levasseaur y col., 1983). Estos autores comprobaron

que el lZ-HETEinhibe la acumulación de AMPcIclico en res

puesta a la TSH,con una relación entre la magnitud de la

respuesta y el tiempo de preincubación o la dosis.

Boeynaemsy col., (1981a) encontraron en tiroides de
rata, dos nuevos metabolitos del tipo de leucotrienos, un

ácido monohidroxi-diceto eicosatrienoico y un ácido dihi
droxi-monoceto eicosatrienoico. La presencia de un cromófo

ro a 224 nm sugeriria que estos compuestos contienen una
función enona.

La producción de dichos compuestos no se altera por

la acción de indometacina y está aumentada por el ETYAy



el ionóforo A 23187, el yoduro potencia la acción de dicho

ionóforo, mientras que el metilmercaptoimidazol la inhi

be (Boeynaems y col., 1981 ).a

5.3.4.- Biosïntesis de yodolipidos en la glándula tiroidea.

Su implicancia fisiológica:

Se han observado lípidos yodados en la glándula tiro;
des bajo diferentes condiciones experimentales.

Taurog y col., (1957) describieron por primera vez la

presencia de compuestos yodados que migran con el frente

de solvente en diferentes sistemas cromatográficos, luego

de incubar preparaciones de mitocondrias y microsomas ti

1251. De Groot y Carvalho (1960) encontraronroideas con

dichos compuestos en fracciones microsomales ovinas. Es

tos autores sugirieron que los mismosserian de naturale

za 1ipidica, dada la posición que ocupan en el cromatogra

ma, luego de realizado el estudio cromatográfico. La bio

sintesis de dichos yodolipidos es paralela a la formación de

yodoproteinas.

Suzuki y col., (1961) observaron lípidos marcados ex

traídos de mitocondrias y microsomasde tiroides, incuba

1251. En forma similar, Dhopeshwar y col., (1968)dos con

hallaron la presencia de marca radiactiva en extractos de

cloroformo-metanol de glándulas tiroideas de ratas inyec

tadas con 1311. Mauchampy col., (1963) describieron la

presencia de lípidos yodados en fracciones mitocondriales

y microsomalestiroideas, sugiriendo la participación de



los mismosen la biosíntesis de hormonastiroideas.

Rodesch y Dumont, (1967) demostraron que la yodina

ción de lípidos disminuye en forma significativa con la

presencia de albúmina, al incubar células tiroideas ovinas
con 1251.

Shah y col., (1972) encontraron una correlación alta
mente significativa entre la yodinación de tiroxina y una
fracción lipídica no fosfatídica, tanto en cortes de ti
roides ovina comoen glándulas tiroides humanascon dife

rentes patologías.

Rabinowitz y Tavares (1977) han demostrado la forma

ción de fosfolípidos yodinados, luego de incubar cortes

de tiroides de perro con liposomas formados por 1251

marcadoa fosfatidilcolina. La incorporación del yodo a

los lípidos se produce tanto en el retículo endoplasmáti
co comoen la membranacelular tiroidea.

La presencia de yodolípidos en la membranacelular

y en la célula entera de tiroides de perro, ha sido des

cripto por Rabinowitz y col., (1976), mediante la técnica

de resonancia magnética nuclear. En los animales sometidos

a una dieta rica en yodo, dichos lípidos yodinados se de

tectaron fácilmente, en cambio en los tratados con una dig
ta pobre en yodo no pudieron ser detectados.

Rooset y col., (1980), al estudiar el proceso de yodi

nación en células tiroideas de cobayo, observaron la pre



sencia de radiactividad en extractos lipidicos de homoge
1311.natos celulares tratados con

Nakagaway col., (1981) detectaron la presencia de

factores estimulantes de la yodación de proteínas en ex
tractos de cloroformo-metanol de microsomas tiroideas de

cerdo.

Boeynaems y Hubbard (19823 observaron la formación de
varios productos yodados durante la incubación de ácido a

raquidónico, yoduro y peróxido de hidrógeno, en presencia

de lactoperoxidasa. En forma similar, otro ácido graso pg
liinsaturado, el ácido docosahexanoico es transformado en

su yodo J lactona correspondiente por acción de lactope

roxidasa (Boeynaemsy col., 1981).
c

Turk y col., (1983) han encontrado una familia de yo

docompuestosderivados del ácido araquidónico, al incubar

dicha sustancia con yoduro, peróxido de hidrógeno y dis

tintos tipos de peroxidasas, tales comolactoperoxidasa,

mieloperoxidasa y peroxidasa de eosinófilos.

5.4.- Sistema nervioso autónomo:

Tanto el sistema simpático comoel parasimpático pa

recen jugar un papel en la regulación tiroidea, a través
de sus terminaciones nerviosas.
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5.4.l.- Sistema parasimpático:

El mediadordel sistema parasimpático, la acetilcoli

na o sus derivados sintéticos, son capaces de estimular a

la glándula tiroidea.

La acetilcolina estimula la oxidación de glucosa 1-14C
14y glucosa 6- C en cortes de tiroides canina (Pastan y

col., 1961).

Van Sade y col., (1975) demostraron que la carbamil

colina aumenta la oxidación de glucosa 1-14C y la organi

ficación del yodo, inhibiendo el efecto de TSHsobre'la a

cumulación de AMPcy secreción de hormonas tiroideas.

La carbamilcolina favorece la incorporación de uridi
na-3H a RNAen cortes de tiroides bovina (Juvenal y col.,

1978), dado que dicho efecto es bloqueado por la atropina;

se postula que un receptor muscarïnico estaria involucrado
en la acción de la carbamilcolina.

Trabajos de Boeynaems y col., (1979) han demostrado

que la carbamilcolina aumentala liberación de diversas

prostaglandinas, tales como PGEZ, PG?2°< y de tromboxanos

del tipo Tx B2 en cortes de tiroides canina.

Se han encontrado fibras colinérgicas entre los fo

liculos tiroideos en el buey (Melander, 1973), en el ra

tón (Melander, 1979) y en el hombre (Van Sade y col.,1980).
a



Estudios realizados por Champion y Mauchamp (1982 )

han demostrado la existencia de receptores muscarinicos

colinérgicos en cultivos de células de tiroides porcina.

La acción de los mediadores del sistema parasimpáti

co requiere iones Ca+2y se ejerce a través de la estimula
ción de la enzimaguanilato ciclasa, presente en el cito

plasma celular (Van Sade y col., 1975; Yamashita y Field,

1972; Decoster y col., 1976; Champion y Mauchamp, 1982 ).

La guanilato ciclasa, en presencia de Mn+2cataliza

la transformación del GTPa 3'-5' GMPciclico (Barmasch y

col., 1971). Dicho nucleótido cíclico estimula protein

quinasas produciéndosela fosforilación de los distintos
sustratos.

Pisarev y col., (l97lï han observado que en ratones
pretratados con GMPcïclico se produce un aumento en la in

corporación de leucina-3H a proteinas. El GMPcestimula

también la incorporación de uridina-3H a RNAtiroideo (Pi

sarev y Kleiman de Pisarev, 1977).

Erneux y col., (1977) han determinado que el GMPci

clico aumenta la hidrólisis del AMPciclico, actuando so

bre las fosfodiesterasas correspondientes, sugiriendo és

to que el GMPciclico podria actuar comoantagonista del
AMPciclico.



5.4.2.- Sistema simpático:

Numerososexperimentos han permitido demostrar la

acción de los mediadores del sistema simpático sobre la
función tiroidea.

El tratamiento con epinefrina produce vasoconstric

ción tiroidea, disminuyendo la captación de 1311 en cone

jos (Brown-Grant y Gibtar, 1956) y ratas (Botkin y Jen

sen, 1952).

En células tiroideas bovinas aisladas, la norepinefrina

y el isoproterenol estimulan la acumulación y organifica

ción del yodo (Maayan e Ingbar, 1968, 1970 ; Melander y

col., 1973).

La administración de epinefrina en la rata disminuye
131

la captación de I y de 99mTc04. (Joasoo y Murray, 1974 ).

Las catecolaminas aumentan la organificación del yodo

(Masini y Coleoni , 1981) y la secreción de hormonas ti

roideas (Melander y col., 1977).

Maayan (1977) ha postulado que la acción de las cate

colaminas estaría mediada por receptores tipoo( adrenérgi

cos, ya que el agregado de bloqueantes o< adrenérgicos a
buelen los efectos de dichos neurotransmisores.

Juvenal y col., (1978) observaron que la norepinefrina

estimula la incorporación de uridina-3H a RNAy aumenta la



liberación de PGE2y PGF2en cortes de tiroides canina.
La presencia de dihidroergocriptina, bloqueante d adre

nérgico, inhibe dichas estimulaciones.

Las catecolaminas activan la incorporación de 32p
ortofosfato a fosfatidil-inositol en tiroides de ratón.

(Uzumakiy col., 1982).

Maayan y col., (1973) han comprobado que 1a epinefrina

y dopaminaestimulan la actividad adenilato ciclasa en
células aisladas de tiroides bovina.

En cortes de tiroides canina, 1a adición de epinefrina

aumenta los niveles de AMPcïclico y GMPcïclico; el agregado

de propanolol (bloqueante Üadrenérgico) sólo inhibe la es

timulación en la producción de AMPcIclico, en cambio la pre

sencia de fentolamina (bloqueante d adrenérgico) reduce los
efectos de dicha catecolamina sobre los niveles de GMPcIcli

co (Aiyoshi y col., 1978).

Dadoque el ganglio cervical superior recibe e integra

un númeroimportante de señales endocrinas hipofisarias y

gonodales, ha sido propuesto comoun centro neuroendocrino

(Cardinali y col., 1981).

Pisarev y col., (1981) estudiaron los efectos inmedia

tos y mediatos de la gangliectomia cervical superior (GxCS)

sobre diversos parámetros tiroideos; 24 horas después de 1a

GxCSse produce una disminución en los niveles de epinefrina
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y norepinefrina tiroideos. Dichos cambios están acompaña

dos por una caída en los niveles de TSHséricos, estan

do disminuïda la captación de 131l por parte de la glán
dula tiroidea. A los 7 días post-Gx aumentan el peso ti

roideo, la incorporación de uridina-3H a RNAtiroideo y

el número de receptores o< adrenérgicos en las membranas

tiroideas. A las 4 semanas post-Gx se observa la producción

de bocio espontáneo en dichos animales. Dichos autores pos
tulan que la norepinefrina, liberada por los nervios sim

páticos tiroideos, deprime la actividad glandular y la
respuesta a la TSH,y ante una interrupción de dicha via

neural se desencadenarïa el crecimiento glandular. El au

mento en el número de receptores Wadrenérgicos post-Gx

sería una de las causas de la mayor sensibilidad de la ti
roides a la TSH.

Pisarev y col., (1983) comprobaron que la gangliecto

mía unilateral cervical superior produce, a largo plazo,

la disminución de los contenidos de T3 y T4 plasmáticos,con
un aumento en el peso tiroideo en respuesta a la TSH.

6.- AUTORREGULACIONTIROIDEA.

Comoya hemos visto, la TSHregula la función tiroidea

estando la hipófisis y la tiroides en un estado de control

mutuo. Dado que el yoduro, mediante la biosintesis de las

hormonastiroideas,regula los niveles de TSHséricos, se

creía que éste era el único mecanismode acción de dicho

halógeno. Sin embargo, existen numerosas evidencias que



indican que la célula tiroides posee un cierto grado

de autonomia, a través de la acción directa del yoduro

sobre la misma. La autorregulación tiroidea se puede de

finir comola capacidad de la glándula de modular su prg

pia función para adaptarse a cambios en el medio ambien

te. La función tiroidea no se abuele luego de una hipo

fisectomía total, por lo que la glándula posee una acti
vidad intrïnseca, aún en ausencia de TSH.En esta sección

se examinaráel proceso autorregulatorio tiroideo y los

mecanismos bioquímicos involucrados en el mismo.

6.1.- Efectos del déficit de yodo:

Halmi y col., (1953) observaron en ratas hipofisec

tomizadas, tratadas con TSH, que la captación de 1311 au

mentabaal administrar propiltiouracilo a dichos animales.

Trabajos realizados por Vanderlaan y Caplan (1954)

han permitido observar un aumento en la captación de radio

yodo en ratas hipofisectomizadas, sometidas a una dieta

pobre en yodo. Ambosautores postularon que existiría una

relación inversa entre la respuesta de la bombade yodo a

la TSHy la concentración intratiroidea de dicho halógeno.

Studer y Greer (1968) demostraron que una dieta pobre

1311,en yodo produce un aumento en la captación de aún en

animales hipofisectomizados.

Más recientemente, Lewintzki y col., (1982) determina

ron la formaciónde hiperplasia tiroidea unilateral conse



cutiva a la hemitiroidectomia, aún en animales que care
cen de TSH.

En condiciones de deprivación de yodo en la dieta,

disminuye el contenido intratiroideo del halógeno y se
produce una hipersensibilidad a la acción de la TSH, tan

to en la producción de bocio (Bray - 1968) como en la sin

tesis de AMPciclico (Agarawal y Fruth 1972 ).

En ratas hipofisectomizadas, sometidas a una dieta

pobre en yodo, se verifica un aumento en los niveles de

AMPciclico, estimulados por TSH (Rappoport y col., 1975;

Saddok y col., 1978; Rappoport y col., 1976; Hashizuma y

col., 1976).

En condiciones de déficit de yodo, se observa una es
timulación en el crecimiento y diferenciación celular ti
roidea.

Trabajos realizados por Chapman (1941) permitieron

observar un aumento en el peso tiroideo, comoasi también

en la altura de las células foliculares de ratas hipofiseg
tomizadas sometidas a dietas pobres en yodo durante 55

días. Sin embargo, Halmi (1954) no pudo reproducir estos

resultados en ratas hipofisectomizadas, tratadas con die

tas pobres en yodo, durante 25 dias.

Albert y col., (1947) demostraron que el propiltiou

racilo potencia los efectos bociógenos de la TSH.En ratas



hipofisectomizadas sólo se observa un aumento en la altu

ra del epitelio tiroideo, si a los animales se les admi

nistra TSHy propiltiouracilo (Halmiy Spirtos, 1955).Por

el contrario, Astwoody Bissele (1964) demostraron que el

propiltiouracilo no altera la acción bociógena de la TSH.

En ratas tratadas con propiltiouracilo, la TSHestimula

aún más el peso tiroideo (Alexander y Wolff, 1966).

Estudios realizados en ratas hipofisectomizadasfiometi
das a dietas pobres en yodo, revelaron que la adición de

propiltiouracilo potencia la acción de TSHexógena en el

aumentodel peso tiroideo. La hipersensibilidad de la glán

dula a los efectos bociógenos de la TSHse encuentra en re

lación inversa al contenido intratiroideo de yodo (Bray,

1968).

Naeije y col., (1978) obtuvieron resultados que ponen

en evidencia la acción autorregulatoria del yodo en la glág
dula tiroidea. Estos autores observaron que en ratas some

tidas a dietas pobres en yodo, se producen bocios, antes

que los niveles de TSHen sangre estuvieran elevados, es

tando el contenido intratiroideo de yodo, alrededor de 10

veces por debajo de los valores normales. Matsuzaki y col.

(1978), corroboraron tales resultados al inducir bocio
con metiltiouracilo a ratas tratadas con diferentes dosis

de IK. Los animales que Presentan niveles de yodo intra

tiroideos bajos, desarrollan bocio, aún con concentracio

nes normales de TSH. Más recientemente, Lewintzki y col.,
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(1982) observarOn AIperplasia tiroidea unilateral, con

secutiva a la “emitiroidectomïa, aún en animales que ca
recen de TSH.

En humanosse ha verificado la coexistencia de bocio

endémico con niveles normales de TSH(Pisarev y col., 1970).

Hellstern y col., (1978) demostraron una relación inversa

entre tamaño del bocio y contenido total de yodo en dichas

glándulas.

6.2.- Efectos del exceso de yodo:

Desde tiempos remotos, el yodo y diferentes yodocom

puestos han sido utilizados en el tratamiento del bocio

y en la atenuación de los síntomas del hipertiroidismo.

El exceso de yodo inhibe diversos parámetros tiroi

deos, tanto"in vitro"como"in vivo? A continuación se ana

lizará la acción inhibitoria del yodo, comoasi también

los mecanismos bioquímicos involucrados en la misma.

a).- Transporte del yodo:

En condiciones de exceso de yodo, se observa una inhi

bición en la captación de radio-yodo por parte de la glán
dula tiroidea. La administración de altas dosis del haló

geno en ratas hipofisectomizadas, bloquea el aumento de la
131 131relación I intratiroideo/ I suero (T/S) producido por

la TSH (Halmi y Spirtos, 1954, 1955).
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En ratones sometidos a una dieta pobre en yodo en que

los valores de la relación T/S están elevados, la adminis

tración de pequeñas dosis de yodo producen una disminución

en dicho parámetro tiroideo (Wollmany Reed, 1958).

Sherwin y Tong (1974) comprobaron en células aisladas

tiroideas, que la preincubación con yodo disminuye la cap

tación del mismo, comoasi también los efectos estimulato

rios de la TSH.

Berckowitz y col., (1981) determinaron que la prein

cubación de cortes de tiroides de gato con IK 10"4 - lO-GM

inhibe la captación de yodo, disminuyendo la dependencia

de SOdiOdel transporte de yodo. Dichos autores sugirieron

que dicho efecto estaria asociado a un aumentoen la afini

dad por el sodio y una reducción en la afinidad del siste

ma de transporte por el yodo.

Estos efectos del yodo se anulan por la administración

previa de propiltiouracilo (Halmiy Spirtos, 1954, 1955;

Wollman y Reed, 1958). Dado que dicha droga bloquea la orga

nificación del yodo (Morris y Hager, 1965; Taurog, 1975), la

acción inhibitoria del yodo sería mediada a través de un
compuestoyodoorgánico e intratiroideo.

b).- Organificación del yodo:
Los primeros trabajos de acción del yódo sobre su pro

pia metabolización fueron realizados por Morton y col.(l944)
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quienes observaron que al incubar cortes tiroideos ovinos

con dosis crecientes de yodo, se produce un aumento gra

dual en la organificación del mismo, hasta llegar a una

concentración crítica del halógeno, por encima de la cual
se revierte el efecto.

Wolff y Chaikoff (1948a-c) reprodujeron dichos resul

tados trabajando"in vivo? La administración de dosis altas

de yodo a ratas, produjo un bloqueo agudo en la organifi

cación, restableciéndose los valores normales al disminuir

la concentración intratiroidea y plasmática del halógeno.
Dicho fenómeno se denominó efecto Wolff-Chaikoff.

Raben (1949) estableció que dicho efecto depende fun

damentalmentede la concentración intratiroidea de yodo.

Cuando la cantidad de yodo organificado es minima, se ob

serva un aumento en la relación MiT/DiT, estando la forma

ción de yodotironinas prácticamente inhibidas (Galton y

Pitt Rivers, 1959; Nagataki e Ingbar, 1964; Wolff y Chai

koff, 1948 ).
c

Hasta el presente no se ha dilucidado el mecanismodel

efecto Wolff-Chaikoff, aunque se han postulado varias hipg

tesis. Se ha sugerido que el exceso de yodo reacciona con

el yoduro, formando el anión triyoduro (Ig) que es inca
paz de organificarse (Serif y Kirkwood, 1956). Dicha teo

ria fue luego refutada. Fawcett (1968) describió la forma

ción de intermediarios sulfenilos yodados durante la yo

dinación"in vitro"de tirosina en homogenatostiroideos bo



vinos. Dichos resultados fueron confirmados por Taurog,

(1970), quien demostró que el yoduro inhibe a la peroxi

dasa tiroidea. Nunez y Pommier (1982) han postulado que la

peroxidasa tiroidea tendria dos sitios activos, a uno de

los cuales se unirïa el yoduro a través de un radical I°

y al otro se unirïa un grupo tirosilo; al interactuar am

bos sitios, se formarían las yodotirosinas (reacción a).

Un exceso de yodo impedirïa la unión del resto tiro

silo inhibiéndose así la biosïntesis de yodotirosinas,
(reacción b).

I
+ I’ + Tyr. .__. E/ -—rMIT (a)E/l

\2 \Tyr.
l I

E< + ZI_———)E/ —>I2 \I 2 (b)

La acción inhibitoria del yodo sobre la organifica

ción es temporaria. Luego de un cierto tiempo se alcanzan

valores normales en la organificación, a pesar de los ni

veles altos del halógeno; a dicho fenómeno se lo denominó

de "escape" o "adaptación".

En ratas inyectadas con una única dosis de yodo, lue

go de 24-48 horas, no se observa el bloqueo de la organi

ficación a pesar de los niveles séricos elevados de yodo.

(Wolff y Chaikoff 1948b'd, 1949). Al preincubar con yodu
ro tiroides de ratas sometidas a dietas ricas en yodo, no



se produjo un bloqueo en la organifiCACión, estando dis

minuido el contenido intratiroideo de yodo (Bravermane

Ingbar, 1963). Dichos autores observaron una inhibición

en la bombade yodo, lo que produciría una caida en el

contenido intratiroideodel mismo,elcual no seria sufi

ciente para inducir el efecto Wolff-Chaikoff. De esta for

ma se produce el fenómeno de escape con elevadas concen

traciones plasmáticas del halógeno.

El tratamiento crónico de yodo en altas concentracio

nes induce el fenómenode Wblff-Chaikoff, a través del yo

do intratiroideo acumuladopor simple difusión_(Nagata

ki y col., 1966).

c).- Secreción de hormonastiroideas:

Yamaday col., (1963) demostraron que la administra

ción de IK a ratas, bloquea la liberación tiroidea de 1311

desapareciendo tal efecto si al animal se lo pretrata con

propiltiouracilo. Onayay col., (1966) comprobaronque el

pretratamiento a ratas con KClO4abuele el efecto inhibi
torio del IK sobre la secreción de 1311.

En ratas hipofisectomizadas, pretratadas con PTUen

dosis no bloqueantes de la organificación, el IK inhibe la
liberación de 131I tiroideo inducido por TSH (Onaya y Hal

mi, 1967). Dichos autores sugirieron que el yoduro inhibe

algunos de los procesos bioquímicos estimulados por la

TSH,a través de una acción directa sobre la glándula ti
roidea.



Yamaday Lewis (1968) postularon que el pretratamien

to a ratas con PTUproduciría un aumento en los niveles de

TSH, estimulando dicha hormona la concentración de yodo

intratiroideo.

Pisarev y col. (197l¿ establecieron que el IK bloquea
los efectos estimulatorios de la TSHy el AMPcsobre la se

1311 tiroideo; la administración de tioderivacreción de

dos abuele la inhibición del yoduro. Dichos autores plan

tearon la posibilidad de que el efecto del yoduro via un

yodocompuestoorganificado seria distal a la formación de
AMPcïclico.

Sin embargo, Yukimara y col., (1976) han establecido

que el exceso de yodo estimula la secreción de hormonas

tiroideas en ratas hipofisectomizadas, anulándose dicho e

fecto mediante la administración de metilmercaptoimidazol.

El tratamiento con yodo produce una disminución en la

actividad proteásica tiroidea, tanto en humanos(DeRober

tis, 1946) como en animales de experimentación (Takeuchi

y col., 1970; Pisarev y Altschuler, 1973).

El yodo bloquea la acción estimulatoria de la TSHen

la formación de gotas coloidales (Yamamotoy col., 1972;

Ohtake y col., 1973).

La administración de yodo a ratas provoca una disminu

ción en las enzimas lisomales tiroideas catepsina D y G
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glucuronidasa, no ocurriendo esto en las enzimas lisoso

males hepáticas (Starling y Hopps, 1980;Lamas, 1982)

d).- Sistema adenilatociclasa-AMPCíclico:

En la mayor parte de los parámetros tiroideos anali

zados, tanto"in vitro"como"in vivo? la acción estimulato

ria de la TSHes inhibida por el exceso de yodo.

Ya hemos mencionado que la TSH, al interaccionar con

su receptor localizado en la membranacelular, estimula la

adenilatociclasa, enzimaque cataliza la hidrólisis del

ATPcon producción de AMPciclico (Pochet y col., 1974).

Se han realizado numerososestudios para aclarar el

mecanismode acción del yoduro sobre el sistema adenilato

ciclasa-AMPcïclico. Van Sade y Dumont (1973), demostraron

que la preincubación de cortes tiroideos de perro con IK

10-4 - lO-GM,produce una inhibición a la acción de la

TSHsobre los niveles de AMPcíclico. La presencia de KC104,
metilmercaptoimidazol y propiltiouracilo bloquean el efeg
to del yoduro. Dichos autores concluyeron que el yoduro e

jerce su acción a través de un compuesto organificado e
intracelular.

Estudios in vitro han demostrado que el tratamiento

con yoduro en células tiroideas bovinas causa una reducción

en la estimulación de la TSHa la bomba de yodo (Sherwing

y Tong, 1974). En trabajos posteriores, estos mismosautores
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en 1975, observaron que dichos efectos inhibitorios del

IK se abuelen agregando metilmercaptoimidazol al medio de

cultivo. Van Sade y col., (1975) encontraron que el yódu

ro disminuye los niveles de AMPciclico estimulados por

TSHen cortes tiroideos de perro, oveja, vaca y caballo.

Al agregar NaClO4,metilmercaptoimidazol o propiltioura
cilo se suprime dicho efecto.

Pisarev y Aiello (1976) demostraron que el yoduro

inhibe la incorporación de 3H-leucina a proteinas estimu

lada por TSHen cortes de tiroides bovina.

Pochet y col., (1977) al estudiar en cortes de tiroi

des equina , la regulación de los niveles de AMPcïclico

comprobaronque el yoduro inhibe tanto los valores basa

les, comolos estimulados por TSH. Resultados similares

han sido obtenidos por Sherwin (1978) en cortes tiroideos

de gato. Burke (1970) observó sin embargo que el NaI 10-3

10-5M,estimulan la adenilatociclasa.

En cortes de tiroides de pacientes con la enfermedad

de Graves, la inhibición del yodo en respuesta a la TSH

resulta menor que en cortes de tejido normal (Takasu y col.

1974). En forma contraria, Uchimura y col., (1980) compro

baron mayor efecto del yoduro en tiroides normales.

Sherwin (1982) demostró en glándulas tiroideas de ga

tos de distintas edades, que el exceso de yoduro inhibe la
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bombade yodo estimulada por TSHen los tejidos tiroideos,

de animales recién nacidos y adultos. En las tiroides fe

tales no se encontró tal inhibición. Dicho autor sugiere

que el efecto autorregulatorio del yodo sobre el transporte
del halógenoa la célula tiroidea se desarrollaría en la
última etapa de gestación.

El efecto del yoduro seria a nivel de la sintesis de

AMPcïclico, sin afectar su degradacidn (Van Sade y col.,

1977), ni la actividad de la fosfodiesterasa. (Pisarev y

col., 1971; Rappoport y col., 1975; Saddok y col., 1978;
Van Sade y col., 1977; Pochet y col., 1977).

Pochet y col., (1977) han sugerido que el yoduro, a

través de un compuestoorganificado e intracelular, ac
tuarïa sobre la unidad catalítica de la adenilatociclasa,

estimulando la producción de AMPcïclico.

En la figura 10 se esquematiza un posible modelo de

mecanismode acción del yoduro sobre el sistema adenilato
ciclasa-AMPciclico tiroideo.

e).- Metabolismo intermedio:

Se han encontrado numerosos efectos del yoduro a ni
vel del metabolismo intermedio.

El exceso de yodo bloquea la acción estimulatoria de

la TSH sobre el consumo de oxígeno (Anderson y Evans, 1937;

Vanderlaan y col., 1941; Burke, 1968).
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FIGURA 10

ESQUEMA DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCION DEL YODURO

SOBRE LOS NIVELES DE AMPcïclico ESTIMULADOS POR TSH
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En cortes de tiroides de cordero preincubadas con yo

duro, se observa una estimulación de la oxidación de glu

cosa 1-14C y en menor grado en la glucosa 6-14C.

El INa 10-4M aumenta el consumo de oxígeno y la oxi

dación de glucosa (Green e Ingbar, 1963).

Jarret y Field (1964) observaron que en cortes de tiroi
des ovinas preincubadas con IK, se produce un aumento en la

oxidación de glucosa. Los efectos estimulatorios del yodu

ro se abuelen por el agregado de metilmercaptoimidazol.

(Green e Ingbar, 1963; Green, 1970)

Burke (1968 ) encontró que el yoduro bloquea la esti

mulación de la TSH, tanto en la oxidación de glucosa 1-14C
. . 32como en la 1ncorporac1ón de P a fosfolïpidos.

La administración de yoduro en ratas provoca una cai

da en el contenido de ATPy piridin nucleótidos, bloquean

dose dicho efecto por el agregado de NaClO4y tiocianato
de sodio, pero no por el propiltiouracilo (Maayane Ing

bar, 1970 ).

El tratamiento tanto con yoduro como con TSHproduce,

en conejos, un aumento en la oxidación de los piridin nu

cleótidos. Sin embargo, si el yoduro se administra 12 ho

ras antes de la TSH,se bloquea la acción estimulatoria de

dicha hormona (Ogata y col., 1972).



Matsuzaki y col., (1978) hallaron que en ratas tra
tadas con metiltiouracilo aumentala actividad de la or

nitina decarboxilasa y el contenido de putrescina, esper

midina y espermina. La administración de yoduro bloquea
este aumento.

f).- Crecimientoy diferenciación celular:
En ratas hipofisectomizadas, la acción bociogénica de

la TSHexógenase inhibeyxn'la administración de IK (Kata

kai y col., 1966). Pisarev e Itoiz (1972) comprobaron que

al inyectar ratones con IK se inhiben los efectos estimu

latorios de la TSH, del AMPciclico y del GMPcíclico sobre

la incorporación de aminoácidos a proteinas y sobre el
crecimiento tiroideo.

Valenta y col., (1982) observaron que en ratas some

tidas a dietas pobres en yodo, durante 5 semanas, se pro

duce bocio. A las 4 horas post-administración de IK a di
chos animales, se produce una reducción del 50%en el pe

so tiroideo, sin haber variado los niveles de TSH.

En las glándulas tiroideas de ratas sometidas a die

tas pobres en yodo, se observa un aumento en la incorpora
6ción de aminoácidos a proteinas. El IK 10- Mdisminuye al

rededor del 50%la sintesis proteica en los cortes tiroi

deos de los animales sometidos a una dieta pobre en yodo,
. . —4 .mientras que una concentrac1ón de IK lO Mes necesaria



para tener el mismoefecto en los cortes obtenidos de ani

males bajo dieta normal (Heywood, 1966).

Valenta (1974) encontró que el yoduro inhibe la in

corporación de aminoácidos a proteinas de tiroides de ra

ta, sin modificar la captación de aminoácidos por los ló
bulos tiroideos.

El IK inhibe la incorporación de leucina-3H a pro

teínas en cortes de tiroides bovina y la adición de KClO4
o de metilmercaptoimidazol bloquean este efecto. El IK

no altera la incorporación del aminoácidoa la célula ti

14Ca las proteinas tiroiroidea ni la de galactosamina 

deas (Pisarev y Aiello, 1976). Glowacka y col., (1981) ob
tuvieron resultados similares al estudiar la biosintesis

de proteínas en cortes de tiroides porcinas.

Pisarev y col., (1976); Kleimande Pisarev y col.,

(1978) demostraron que el IK inhibe la incorporación de

32P, asi como de 3H-uridina a RNAtiroideo, tanto en con

diciones basales comoestimuladas por TSHy nucleótidos c;
clicos. Dichaacción inhibitoria estaria a nivel de sinte

sis de RNA,ya que no se altera la captación de uridina,

el pool de precursores radiactivos, ni la degradación del
ácido ribonucleico.

En pacientes con bocio, la administración de aceite

yodado produce una disminución del RNAtiroideo (Medeiros

Neto y col., 1975).



7.- PAPEL DE LAS HORMONASTIROIDEAS EN EL MECANISMO

AUTORREGULATORIO TIROIDEO:

En el punto anterior se ha descripto 1a acción au

torregulatoria del yodo sobre numerososparámetros tiroi
deos, en estudios realizados"in vitro"e"in vivoï

El yoduro no ejerce su acción como tal sino mediado

por la formación de un yodocompuestoorgánico e intrace

lular, a juzgar por los experimentos en que los efectos

inhibitorios del IK son bloqueados por el KClO metilmer4)

captoimidazol y propiltiouracilo (Halmiy Spirtos, 1954;

1955; Wollman y Reed, 1958; Pisarev y col., 197%; Van Sa
de y Dumont, 1973; Van Sade y col., 1975; Sherwin y Tong,

1975; Pisarev y Aiello, 1976; Pisarev y col., 1976).

Dado que las hormonas tiroideas son compuestos yoda

dos y organificados que están presentes en el interior

de la célula, podrían ser de relevante importancia en el

mecanismoautorregulatorio tiroideo. Habiéndoserealizado

numerosos estudios al respecto, Galli Mainini, en 1941,

observó que las hormonastiroideas inhiben la acción esti

mulatoria de la TSHsobre el consumo de oxigeno, en ti

roides de cobayos, sugiriendo una acción inhibitoria di

recta de las hormonastiroideas sobre su propia glándula.

Cortell y Rawson(1944), al estudiar la acción de la

tiroxina sobre cobayos y ratas hipofisectomizados, obser

varon una disminución en la respuesta tiroidea a la TSH



exógenamidiendola altura celular del epitelio tiroid\

Estudios'ïn vivd'realizados por Grannery col.(l963)

demostraron que el pretratamiento con T de ratas hipofi3

Sectomizadas, disminuye la estimulación de la TSHde la
131incorporación de I a la célula tiroidea.

Nagataki y col., (1966) encontraron en ratas someti

das a altas concentraciones de yodo, que la metaboliza

ción periférica de la T4 - 1311 no difiere respecto a1
de las ratas controles, sugiriendo que la tiroides libe
raria rápidamente un compuesto yodoorgánico diferente de

las yodotironinas, responsable del efecto Wolff-Chaikoff.

La tiroxina estimula la actividad de la ATPasaen

mitocondrias de tiroides sin influir sobre la respiración,

a diferencia de lo que ocurre en las mitocondrias hepáti

cas (Lamyy col., 1967).

El pretratamiento con T3 inhibe la respuesta de la
tiroides a la acción estimulatoria de TSH,midiendo como

parámetro secreción de yodotironinas. El tratamiento"in

vivo"con T3 reduce también el efecto de la TSHsobre los
niveles de AMPciclico (Gafni y col., 1975).

Kielczinsky y Nauman (1978) comprobaron que la T3,

T4 y rT disminuyen la unión de TSHa membranas plasmáti3

cas humanas.



En sistemas libres de células 1a L-T4, D-T L-T4’ 3

y D-T3inhiben la actividad de fosfodiesterasas depen
dientes de AMPciclico y GMPciclico (Nagasaka e Hidaka,

1976).

En ratas pretratadas con T se observa una disminu3

ción en la actividad de las fosfoquinasas tiroideas depen
dientes de AMPcíclico (Delbauffe y Pavlovic-Hournac,

1976).

Shimizu y Shishiba (1975); Shishiba y col., (1975),

analizando el proceso de endocitosis en la célula tiroi

dea, observaron que las yodotironinas inhiben la forma

ción de gotas de coloide estimuladas por TSH. Shishiba y

col., (1975) demostraron que en ratones tratados con T3
no se modifican los valores de AMPcïclico tiroideo es

timulados por TSH.Dichos autores sugirieron que la ac

ción inhibitoria de la triyodotironina es posterior a la

formación de AMPciclico, en forma coincidente con lo pos

tulado por Pisarev y col., (1971).a

Friedman y col., (1977) encontraron que la T3 dismi
nuye tanto la actividad adenilatociclasa, comola secre
ción de hormonastiroideas inducidas por el dibutiril

AMPcíclico, indicando ésto que la acción inhibitoria de la

T tendria lugar tanto en la generación de AMPciclico,co3

mo en la acción de dicho compuesto.
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Rappoport y col.41975)no pudieron comprobar una ac

ción inhibitoria de la T3 y T4 sobre el sistema adenilatg
ciclasa en células tiroideas de perro. Dichos autores su

girieron que el compuestoque inhibe a la adenilatocicla
sa es no difusible.

Goldenheim y col., (1979) no encontraron efectos de

la T3, tanto sobre la actividad adenilatociclasa estimu
lada con TSH, como sobre la unión de la TSHa su recep

tor en membranastiroideas bovinas.

Friedman y col., (1979) encontraron que L-T4, D-T4,

L-T3, rT3 y Tetrac pueden disminuir la actividad basal
de adenilatociclasa en membranastiroideas bovinas, en

tanto que la L-T4, D-T4 y L-T3 bloquean la acción esti

l; la inhibición de la T3 es dosis
dependiente. Dichos autores sugirieron que la trivodoti

mulatoria de TSH o PGE

ronina modificaria la subunidadcatalitica de la adenila‘
tociclasa.

En cortes tiroideos de pacientes con la enfermedad

de Graves, se encuentra una inhibición por las yodotiro

ninas de la respuesta a la TSH. Dicha inhibición es menor

que la observada en cortes tiroideos normales (Takasu y

col., 1974).

Trabajos realizados con células de tiroides humanas

han demostrado que la T3 y la T4 inhiben la acumulación
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de AMPciclico dependiente de TSH, sin modificar la activi

dad adenilatociclasa (Rotella y col., 1981, 1982).

Vigneri y col., (1975); Croxson y col., (1977) compro

baron, en humanos, que la T3 no modifica la acción estimu

latoria de la TSHsobre la secreción de T4.

Heywood, en 1966, encontró que la T4 inhibe la incor
poración de aminoácidosa proteinas, en tiroides de ratas

sometidas a dietas pobres en yodo.

Yu y col., (1976) hallaron que el pretratamiento con

T4 y T3 disminuye las respuestas a la TSHen los siguien
tes parámetrostiroideos: adenilatociclasa, ornitina de
carboxilasa, oxidación de glucosa e incorporación de leg
cina marcada a proteínas.

Kleiman de Pisarev y Pisarev (1978), han encontrado

que Tetrac, Triac, isopropil T3, L-T3 y T4, no asi 3-3'T2

e isopropil 3-3' T2 pueden disminuir la incorporación de
uridina 3H a ARN.

Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostra
do que la T inhibe la síntesis de ARNen tiroides bovina,3

no habiendo dehalogenación significativa de la T3 marcada
con 1251 en las mismas condiciones en que se observa di

cho efecto inhibitorio. La triyodotironina penetra a la cg
lula a través de un mecanismoactivo, dependiente de la
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temperatura y de la concentración de hormona (Juvenal y

col., 1980).

Al estudiar la distribución subcelular de la T3 en
tiroides bovina, se observa la presencia de sitios de u

nión para dicha hormonaen la fracción nuclear purifica

da (Pisarev y col., enviado para su publicación).

Al investigar la unión de la T a su receptor nu3

clear, se determinó sitios de unión con una constante de
afinidad Ka=5.2 107 M'l y un número de sitios igual a

3 x 10-15 molesáa g DNA(Juvenal y col., enviado para su
publicación).

Dadas las diferentes condiciones experimentales, re

sulta dificil compararlos resultados positivos (inhibi

torios) y negativos producidos por las yodotironinas en

los trabajos mencionadosanteriormente. Otro factor a te
ner en cuenta es la sensibilidad de las especies estudia

das, aunque este último factor no es suficiente para ex

plicar tales discrepancias.

Goldenheimy col., (1979) propusieron que esta clase

de estudios deberian realizarse bajo condiciones que ex

cluyan la TSHhipofisaria. Casi todos los estudios in vi

tro responden a este requerimiento. Sin embargo, la acti
vidad tiroidea basal no es siempre inhibida por el yoduro

o las yodotironinas. En este sentido, cabe señalar que



Saddoky col., (1978) demostraron la relación inversa

existente entre cantidad de yodo organificado y función

tiroidea en ratones. En los estudios que realizamos en

nuestro país, mostramosuna inhibición de la sintesis

basal de proteinas y de RNApor acción del yoduro y yo

dotironinas en tiroides bovina. Cuandolos mismosestu

dios se repitieron en Buffalo (Estados Unidos de Nortea

mérica) no se encontró inhibición de la fracción basal,

pero si de la estimulada por TSH.

A1medir el contenido de yodo intratiroideo, se en

contró una diferencia significativa entre los tejidos og
tenidos en la Argentina y los de Büffalo. En estos últi

mos, el contenido de yodo fue mayor. Estos resultados

proveen una explicación de estas aparentes discrepancias

(Pisarev y Kleiman de Pisarev, 1981).
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Existen numerosas evidencias que indican que la glán

dula tiroides posee un cierto grado de autorregulación a

través de la acción directa del yoduro sobre la misma.

El yoduro no ejerce su acción como tal, sino mediado

por la formación de un compuestoorgánico e intracelular,
el cual aún no ha sido identificado.

Pisarev y col. (1976) demostraron que las hormonas ti

roideas inhiben la sintesis de RNAcon una mayor potencia

que la ejercida por el yoduro. Bajo dichas condiciones ex

- 1251 no se deshalogena significatiperimentales, la T3
vamente y es captada por la tiroides a través de un meca

nismo activo, dependiente de la temperatura y concentra

ción de hormona (Juvenal y col., 1980).

La existencia de sitios especificos de unión para T3
en núcleos purificados de tiroides bovina, sugerirïa una
posible acción directa de la T sobre la tiroides (Juvenal3

y col.; enviado para su publicación).

En lo que respecta a la T4, el problema es algo dife
rente. Trabajos de diversos grupos de investigación han

demostrado que la T4 es deshalogenada a T3 en los tejidos

periféricos, lo que ha llevado a postular que la T4 actua

rïa como una prohormona, siendo la T3 la hormona activa
(Larsen y col., 1979; Obregon y col., 1980).
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Pisarev y col., (1976I encontraron que la tiroxina

inhibe la síntesis de RNAtiroideo, aún en presencia de

propiltiouracilo, conocido inhibidor de la conversión de

T4 a T3 en higado y riñón.

Con el objeto de estudiar el mecanismo de acción de

la T4 sobre la tiroides y determinar su papel en la autorrg
gulación, se ha tratado de responder a los siguientes in

terrogantes:

a).- ¿ Penetra la tiroxina exógenaa la célula tiroidea?.
¿ Cuáles son las caracteristicas de dicha entrada?.

b).- ¿ La tiroxina actúa "per se" o debe ser transformada
a T3 para ejercer su acción biológica?.

c).- ¿ El mecanismo de la 5' deiodinación de la T4 en ti
roides es diferente al observado en los tejidos peri
féricos?.

d).- ¿ Existen sitios específicos de unión para la T4?.

Por otra parte, si bien se han descripto la presencia

de yodolïpidos en la glándula tiroides, su importancia en

la fisiología tiroidea no ha sido develada al presente.

Shah y col. (1972) han sugerido que dichos compuestos
estarian involucrados en la biosintesis de hormonastiroi

deas: Rabinowitz y col. (1976) los relacionaron con el me

canismo de transporte del yodo.



- 104 

Para aclarar la relevancia de los yodolïpidos en

la glándula tiroides, se ha intentado develar las si

guientes incógnitas:

a).- ¿ Existe una relación entre la biosïntesis de yo
dolïpidos y hormonastiroideas?.

b).- ¿La biosïntesis de yodolipidos es mediada por una
peroxidasa tiroidea?.

c).- ¿La formación de dichos yodocompuestosestá rela
cionada con el metabolismo del ácido araquidónico?.

d).- ¿Quépapel desempeñanen el proceso autorregulatorio
tiroideo?.



MATERIALES

1K!

METODOS
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MATERIALES Y METODOS

I.- PAPEL DE LA T4 EN LA AUTORREGULACIONTIROIDEA.

1.- Metabolización de la tiroxina.

1.1.- Estudios en cortes:

Se utilizaron tiroides bovinas. Las mismasse obtuvieron

en el matadero inmediatamente después de sacrificado el ani

mal y se trasladaron al laboratorio en solución salina iso
tónica fria; se obtuvieron cortes de tiroides con un microto-—

go manual, tipo Stadie-Riggs, los cuales se incubaron en

buffer Krebs-Ringer-bicarbonato pH=7.4, conteniendo 8 mMglu

cosa. Luego de 30 minutos de preincubación se agregó una dosis

1251, procediéndose al gaseado con carbógeno.trazadora de T4

Al cabo de una hora de incubación, los cortes se lavaron

extensivamente y se homogeneizaron en 1 mMPTU (propiltioura

cilo). Alícuotas de este homogenatose analizaron por cromato

grafía en papel Whatmanl. Se utilizaron tres sistemas de sol
ventes:

nButanol: Etanolzhidróxido de amonio (lN) (5:1:2;YJ ascen—
V

dente durante 20-22 horas.

- nButanol: ACidOACétiCO (IN): Agua (35252672) ascendente du
V

rante 20-22 horas.

- Hexano: Alcohol amïlico terciario: hidróxido de amonio (2N)

(1:5:67V) descendente durante 18-20 horas.
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Standards de IK y de yodoaminoácidos (MiT, DiT, T3 y

Th) en concentraciOnes del orden de 10 ng'en etanol: NH4OH
(3:1) se corrieron simultáneamente con las muestras para a

yudar a la identificación de los compuestos marcados.

Unavez finalizada la corrida cromatográfica, se reali

zó el revelado de los diferentes standards. El yoduro se re

veló con Pd Cl (0.5 %), los yodoaminoácidos con ninhidri2

na (0.5 %en acetona). Cada banda se cortó y midió su radioac

tividad calculándose luego la distribución de radioactividad
de los distintos metabolitos.

Estudios similares se realizaron en cortes de higado de

ratas. Los animales se sacrificaron; se les extrajeron los
hígados los que fueron cuidadosamente lavados. Se obtuvieron

cortes que se incubaron bajo las mismas condiciones aplicadas
a los cortes tiroideos.

1.2.- Estudios en homogenatos:

El metabolismo de T4 - 1251 en homogenatos de tejidos
se investigó siguiendo el método descripto por Kaplan et. al.
(1979).

Alrededor de 2 gramos de tiroides de vaca o de higado

de rata se homogeneizaron a 4°C en 6 ml de Tris-HCL 50 mM

pH=7.6 con un homogeinizador tisular tipo Potter-Elvehjem

con un pistón de teflón. El homogenatose filtró a través de

varias capas de gasa y se centrifugó a 2000 x g a 4°C, du
rante lS minutos.



Se preincubaron 0.9 ml del sobrenadante en presencia de

Q-mercaptoetanol 10 mMy las distintas sustancias a estudiar,

durante 30 minutos a 37°C. Se agregó a continuación una dosis

1251; luego de una hora de incubación, alítrazadora de T4 
cuotas de la mezcla se sembraron en papel Whatman1 y se ana

lizaron por cromatografía ascendente y descendente, ya des

cripta en 1.1.1.

2.- Entrada de la tiroxina a la célula tiroidea:

Los cortes de tiroides bovina se preincubaron en KRB

glucosa a 37°Cdurante 30 minutos, en presencia de diferentes

sustancias. A continuación se agregó una dosis trazadora de
125

I T4

Los cortes se retiraron del medio de incubación luego

de 5, 30 ó 60 minutos. Los mismos se lavaron exhaustivamente;

se secaron sobre papel de filtro y-se pesaron. Se midió ra
diactividad en cada corter asi comola del medio de incuba

ción. Se calculó la relación_EÉESESÉÏ_ según 1a fórmula:medio

T _ cpm/g de tejido
M cpm/ml de medio

Estudios similares se realizaron incubando a 0-4°C. En

algunos experimentos se determinó el T/Mpara la T3-1251 y
para 1251 en forma análoga a la descripta para la tiroxina
marcada.
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1251 en tiroides3.- Distribución subcelular de TA
' ' II |l

bov1na en presenc1a de T3 X Tl frias .

Se incubaron aproximadamente 1-2 g de cortes de ti

roides bovina por cuadruplicado,durante 60 minutos a 37°C

en Krebs Ringer-bicarbonato pH=7.4 en presencia de una do

sis trazadora de T4-125I.

Al cabo de este tiempo, los cortes se lavaron exten

sivamente en solución salina y se homogeneizaron en saca

rosa 0.32 M Tris-HCl 20 mMpH=7.7; 5 mM9 mercaptoetanol;

l mMCL2Mg (1:5 P/V). Luego de filtrar por gasa,se centri
fugó a 800 x g durante 15 minutos. Los precipitados se re

suspendieron en sacarosa 2.1 M en HZO; 5 mMP mercaptoeta

nol y l mMMgCl . Luego se centrifugó a 50.000 x g duran2

te una hora.

El precipitado nuclear resultante se lavó una vez con

sacarosa 0.25 M Tris-HCl 20 mMpH=7.7; P mercaptoetanol

5 mMy MgCl l mM; 0.5 % Tritón y una vez más en dicho2

buffer sin Tritón. El sobrenadante de 800 x g a su vez se

centrifugó a 20.000 x g durante 30 minutos, obteniéndose

un precipitado rico en mitocondrias.

La radiactividad de cada una de las fracciones fue

medida y comparadacon la distribución subcelular de cor

tes controles y de otros, también por cuadruplicado prein

cubados con T3 y T4 "frias" 10-5M.
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4.- Origen de la T4 y T3 nucleares a partir de TA-lzsI:

Se incubaron cortes de tiroides bovinas con una dosis

trazadora de T4-125I durante 60 minutos, procediendo a la

purificación de los núcleos, según se describió en el párra

fo anterior. Los núcleos se resuspendieron en etanol absolu
to sometiéndose a una extracción durante 18 horas en dicho

solvente. Luegode evaporar parcialmente el etanol se anali

zó cada muestra por cromatografía, según se describió en
I.l.l.

II.- PAPEL DE LOS YODOLIPIDOS EN LA AUTORREGULACIONTIROIDEA.

1.- Biosïntesis y regulación de yodolípidos en cortes de
tiroides bovinas:

Cortes de tiroides bovina se preincubaron por cuadrupli

cado en 4 ml de KRBa 37°C, por 60 minutos, en presencia de

los diferentes compuestosa estudiar. A continuación se agre

1251. Al cabo de 30, 60 ó 120 minugó una dosis trazadora de
tos de incubación los cortes se lavaron extensivamente con

solución fisiológica y se homogeneizaron en 1 mMPTU (propil

tiouracilo). Alïcuotas de este homogenatose analizaron por

cromatografía en papel Whatman1, utilizando los sistemas de

solventes ya descriptos en I.l.l.

Standards de yoduro y de yodoaminoáCidos también se

corrieron para ayudar a la identificación de los compuestos

marcados. La zona correspondiente a los yodolïpidos pertene

ce a la región de Rf=0.95. Cada banda se cortó y se midió su

radiactividad, calculándose la distribución de radiactividad
de los distintos metabolitos del yodo.



2.- Distribución subcelular de yodolïpidos en tiroides bovina:

Cortes de tiroides bovina se incubaron por cuadrupli

'cado, comoya se describió anteriormente, durante 60 minu
tos con una dosis trazadora de 1251.

Al finalizar la incubación, los cortes se lavaron ex

tensivamente con solución fisiológica fría, se homogeneiza

ron en sacarosa 0.32 M Tris-HCl 20 mMpH= 7.7; 5 mMF>mercap

toetanol; 1 mMMgCl (1:5 P/V) realizándose el fraccionamiento2

subcelular según se describió en el punto I.3., salvo que el

sobrenadante de 20.000 x g fue centrifugado a una velocidad

de 105.000 x g con el objeto de obtener el precipitado corres
pondiente a la fracción microsomal.

Los núcleos purificados se resuspendieron en 1 ml de

Tris-buffer 20 mM,midiéndose su radiactividad, comoasi

también la de las otras fracciones subcelulares.

Los precipitados obtenidos correspondientes a las fraccig
nes nucleares purificadas, microsomales y de 20.000 x g ri

cas en mitocondrias, se sometieron a una extracción con 5 ml

de etanol absoluto, bajo agitación constante y en oscuridad,

durante 12 horas a temperatura ambiente.

Alïcuotas del sobrenadante de 20.000 x g y de los extrac
tos etanólicos de las fracciones subcelulares se sometieron

a estudios cromatográficos, ya descriptos en I.l.l. y en II.l.



Por otro lado, alícuotas del sobrenadante de 20.000 x g

y de la fracción nuclear purificada fueron sometidos a pro

teólisis; a 5ogfil de ambas fracciones se le agregó 100 de

pancreatina 4 % en Tris-HCl pH= 8; lQfll de MnSO4,0.1M y PTU 1%

gotas de tolueno, incubándose a 37°C durante 16 horas. Los

tubos se centrifugaron a 1500 x g por 15 minutos, se sembra

ron alïcuotas del sobrenadante en papel Whatmanl, estudian

dose el porcentaje de formación de yodolïpidos por cromato

grafía, de acuerdo con lo señalado en el punto II.l.

3.- Extracción de yodolïpidos de tiroides bovina:

Cortes tiroideos bovinos se incubaron por cuadruplica

1251 durante 60 minutos, comodo con una dosis trazadora de

ya se describió en II.l. Se procedió tal comose describió

en I.3. para obtener los núcleos pürificados.

A continuación se aplicaron los siguientes métodos de

extracción de lípidos marcados con 1251:

3.1.- Método de Folch:

El tejido nuclear obtenido a partir de cortes de tiroi
125des bovina, incubados en KRBcon I durante una hora, se

homogeneizó con 0.2 Vol H 0, agregándose a continuación 202

volúmenes de cloroformo-metanol 2:1.

Se centrifugó a 2400 rpm durante 20 minutos. Se remo

vió la fase inferior y se lavó con la fase superior de una

mezcla de cloroformo-metanolzagua (8:4:3). Por último se cal

culó el porcentaje de extracción del lipido yodado, tenien
do en cuenta la radiactividad de la fracción nuclear y del



extracto cloroformo-metanol obtenido.

3.2.- Método de Flock:

El tejido nuclear marcado, comoya se describió, se

extrajo con butanol acidificado (1:3). Se realizaron tres

extracciones, agregándose a continuación igual volumende
cloroformo. Se agregó un volumen igual al tercio del total

de NH OH2N, realizándose otras 3 extracciones. Se calcu
4

ló el porcentaje de radiactividad extraída de la fase clo

rofórmica y acuosa.

3.3.- Columna de Sephadex G-25:

El tejido nuclear marcado se extrajo con 5 volúmenes

de etanol. Se evaporó bajo atmósfera de nitrógeno. Se disol
vió la muestra en cloroformo-metanol-agua (60:30:4.5)

corriéndose la muestra en Sephadex G-25, eluyéndose en clg

roformozmetanolzagua (60:30:4.5); cloroformo-metanol (2:1)

y (1:1). Se midió la radiactividad en las diferentes fraccio
nes eluídas.

3.4.- Elución del cromatograma:

La zona del papel del cromatograma donde aparecen los

yodolïpidos (Rf 0.95), se eluyó en la oscuridad con etanol

absoluto durante 12 horas a 37°Cbajo agitación constante,

calculándose luego el porcentaje de radiactividad extraída.

A todos los solventes de extracción utilizados en los

4 métodosdescriptos se agregaron unos cristales de hidroxi
butiltolueno comoantioxidante, trabajándose en condiciones



de oscuridad.

4.- Fraccionamiento de los yodolïpidos presentes en las dis
tintas fracciones subcelulares:

Cortes de tiroides bovinas se incubaron por cuadrupli

cado, comoya se describió en I.l.l., durante 60 minutos con

1251. Al finalizar la incubación, losuna dosis trazadora de

cortes fueron extensivamente lavados en solución fisiológica

fria y sometidos al fraccionamiento subcelular, ya descripto

en el punto II.2.

Las fracciones mitocondriales, microsomales crudas y

nucleares purificadas se extrajeron con etanol, bajo agita
ción constante y en oscuridad durante 12 horas a temperatura
ambiente.

Alicuotas del sobrenadante de 20.000 x g y de los extras
tos etanólicos de las fracciones subcelulares, se sometieron

a estudios cromatográficos en BEA.(Ver párrafo I.l.l.)

La zona del papel del cromatograma correspondiente a un

Rf de 0.95, se cortó en trozos pequeños extrayéndose con eta

nol bajo agitación constante y en oscuridad durante 12 horas.

Cada una de las fracciones etanólicas se evaporó al va
cio. Alicuotas de las mismas se sometieron a análisis croma

tográfico en placa delgada utilizando comofase fija Silica

Gel y como Sistema de solventes cloroformo-metanol-agua

(65:25:4).Se corrió durante 2 horas y se emplearon comostan

dards extractos lipidicos de higado de rata, obtenidos utili



¿ando el método de Folch (1957) para ayudar a la identifi

cación de los compuestos marcados. Una vez finalizada la

corrida cromatográfica, se procedió al revelado de los di

ferentes lípidos con vapores de I Cada banda fue marcada,2.
raspada y medida su radiactividad. Se calculó la distribu

ción de radiactividad de los distintos yodolipidos marcados.

5.- Caracterización de los yodolipidos:

El precipitado nuclear obtenido a partir de 15 g de

cortes de tiroides bovina, incubados en KRBcon IK 10-5M

durante una hora, se extrajo con 10 ml de etanol durante

12 horas en la oscuridad a 37°C. A continuación, el extras

to etanólico se evaporó bajo atmósfera de nitrógeno y se

sembró en papel Whatmanl, realizándose la cromatografía en

BEA. (Ver párrafo 1.1.1.)

La zona del papel del cromatograma correspondiente a

un Rf de 0.95 se cortó en trozos pequeños extrayéndose con

25 ml de etanol, durante 2 horas con agitación constante.

Luego los trozos de papel se dividieron en dos. Una de las

fracciones se extrajo con 25 ml de una mezcla cloroformo

metanol-agua (8:4:0.2), se evaporó bajo atmósfera de nitró
geno. El otro trozo de papel fue extraido con etanol abso

luto, tal comose describió. El extracto fue evaporado ba

jo atmósfera de nitrógeno. Se calcularon los porcentajes en
masade los distintos extractos.

A cada uno de los productos de las distintas extraccio
nes se les realizó un espectro de absorción en el rango

visible y ultravioleta.



6.- Sintesis de compuestos yodados derivados del ácido

araguidónico.

6.1.- Sintesis del ácido 5-hidroxi-6 yodoeicosatrienoico 3
lactona:

- METODO A:

A una solución de ácido araquidónico (125 mg) en 6 ml

de NaHCO3se le agregó una solución de 12 (1.2 g) de KI
(800 mg) en 3 ml de H O.2

La mezcla se mantuvo en oscuridad durante 24 horas.

Se obtuvo un precipitado oscuro, el cual fue lavado con H O2

y mezclado con cloroformo y solución de tiosulfato hasta ob

tener 2 fases completamente incoloras. La fase acuosa se ex

trajo con cloroformo y los extractos combinados se lavaron

sucesivamente con CO3H7conH O y finalmente secados con2

SO4Na2 anhidro .

La fase orgánica resultante se evaporó al vacio, obte
niéndose una sustancia aceitosa, la cual fue sometida a una

cromatografía en placa delgada de Silica Gel empleando como

sistema de solventes cloroformo:metanol:agua (65:25z4).

La zona correspondiente a ácidos grasos libres y a lí

pidos neutros se extrajeron por el método de Folch (195W

Dichos productos se repurificaron a través de columnas de
Sílica.

Los productos correspondientes a la zona de ácidos gra

sos libres (4-5 mg), resultaron ser ácido araquidónico sin



reaccionar y un compuesto más polar que correspondería a

una o varias yodohidrinas del ácido araquidónico. A dicha
mezcla se la denominó AI.

El producto obtenido de la extracción de la zona corres

pondiente a lípidos neutros, resultó ser el ácido 5-hidroxi

6 yodo eicosatrienoicoc?lactona (IL-S) (5 m9)

Los productos fueron identificados por sus espectros
. 13

de RMNlHy C.(Resonancia magnética nuclear lH y 13C).

- METODO B:

A una solución de yodo (609 mg), KI (400 mg) y CO HK3

(152 mg) en tetrahidrofurano/agua (1.7/1; 40 ml) a 0°C se

agregó ácido araquidónico (67 mg) en atmósfera de nitróge

no y oscuridad. La mezcla de reacción se dejó 110 horas a

4°C. Los productos de reacción se purificaron por cromato

grafía en una columna de Sílica Gel y controlada por croma

tografía en placa delgada, usando cloroformo:metanol(95:5v/v)

comosistema de solventes, obteniéndose la lactona del áci

do 5 hidroxi-6 yodo eicosatrienoico (IL-5’) (33.4 mg), áci

do araquidónico (AA) sin reaccionar (37 mg) y un producto

más polar (7.4 mg) que correspondería a una o varias yodohi

drinas del ácido araquidónico (AI). Los productos fueron

identificados por sus espectros de RMN-lHy 13C.

6.2.- Síntesis de los ácidos 14 OH-lS I y 14 I-15 OHeicosa

trienoico y sus Wlactonas correspondientes:

Se mezclaron ácido araquidónico (40 mg) SO4Fe.7 HZO



(140 mg) Y KI (84 mg) en buffer AcH/Ac0— pH= 5.3 en un vo

lumen final de 15 ml. Inmediatamente se agregó 1.5 mg de

H202yse dejó reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente.

La reacción se detuvo por agregado de 8203Na2:
se los productos de reacción con diclorometano; éstos se

extrayendo

separaron por cromatografía en placa delgada, empleándose

C12CH2:CH3OH(95:5) como sistema de solventes.

Los distintos productos obtenidos:ácidos.l4 OH-15I y

14 I-15 OHeicosatrienoico (I-OH-A) y sus Wlactonas corres

pondientes (IL-W) se identificaron por RMN-1Hy 13€.

Alïcuotas de IL-W se mantuvieron en buffer KRB-glucosa

pH= 8.3 durante 30 minutos, llevándose luego a pH= 7.4 pa

ra realizar los estudios de acción biológica correspondien
te.

7.- Acción biológica de los yodocompuestosderivados del ácido

araguidónico:

A.- Estudios in vitro:

A.l.— Entrada de yodo a la célula tiroidea:

Cortes de tiroides bovina se preincubaron en KRBgluco

sa a 37°C durante 60 minutos, en presencia de distintos yo

dolïpidos y 1 mMde metil-mercaptoimidazol (MMI).A continua

ción se agregó una dosis trazadora de 1251. Los cortes se

retiraron del medio de incubación luego de 60 minutos; se

secaron sobre papel de filtro y se pesaron. Se midió la ra
diactividad en cada corte, así comola del medio de incubación



Se calculó la relación tiroides/medio según la fórmula:

T _ cpm/g de tejido

M cpm/ml de medio

A.2.- Organificación de yodo en cortes de tiroides bovina:

Los cortes de tiroides bovina se preincubaron en KRB
I

glucosa en presencia de diferentes sustancias a 37°Cduran

te una hora. A1 cabo de ese periodo se agregó una dosis tra
1251, incubándose durante una hora más. Los corzadora de

tes se lavaron extensivamente en solución fisiológica, se

homogeneizaron en 1 mMPTUy se precipitaron en tricloroa

cético (TCA)20 %. Dichos precipitados se lavaron dos ve

ces con TCA10 %, midiéndose la radiactividad de los mis

mos, asi comotambién alicuotas del homogenatototal, cal

culándose el porcentaje de organificación.

A.3.- Organificación del yodo en homogenatos:

Cortes de tiroides bovina se homogeneizaron en buffer

fosfato 0.1 MpH= 7.4 (1:5; P/V) con un homogeinizador tipo

Potter Elvehjem con un pistón de teflón. El homogenato se

filtró a través de varias capas de gasa y se centrifugó a

2000 x g a 4°C durante 15 minutos.

Alicuotas del sobrenadante se preincubaron en presencia

de diferentes sustancias, durante 60 minutos y una dosis
trazadora de 125I se agregó durante otros 60 minutos. La

reacción se detuvo agregando TCA20 %y los precipitados ob

tenidos por centrifugación se lavaron dos veces con TCA10%.



Se midió la radiactividad del homOgenatototal y del preci

pitado final, determinándose el %de organificación.

A.4.- Metabolismodelgyodo en cortes de tiroides bovina:

Cortes tiroideos bovinos se preincubaron por cuadrupli

cado en KRPglucosa en presencia de diferentes sustancias a

37°C, durante una hora. A continuación se agregó una dosis

trazadora de 1251, terminándose las incubaciones a los 30

y 60 minutos. Los cortes se lavaron extensivamente con so

lución salina y se homogeneizaron en l mMPTU. Los homoge

natos fueron sometidos a proteólisis: a 50Qul de homogenato

se le agregó logfll de pancreatina 4%en Tris-HCl pH= 8.0;

lgfll de MnSO 0.1 M y PTU 1% y gotas de tolueno, incubándo4

se a 37°C durante 16 horas. Se centrifugó a 1500 x g duran

te 15 minutos, sembrándose alicuotas del sobrenadante en

papel Whatmanl. Se estudió el porcentaje de formación de
125los diferentes metabolitos del I por cromatografía en BEA,

de acuerdo a lo señalado en el párrafo I.l.l.

A.5.- Medición de AMPcen cortes de tiroides bovina:

Se preincubaron cortes de tiroides bovina(lO-20 mg)

en KRPglucosa a 37°C durante 30 minutos. A continuación

se pesaron, se agregaron las distintas sustancias a estu
diar, realizándose la incubación a 37°C durante 15 minutos,

en presencia de metilisobutilxantina (Mix) 10-4My albúmi

na 0.l %. A continuación, los cortes se lavaron rápidamente

con solución fisiológica y se homogeneizaron en 1 ml de

TCA5%. Se centrifugó a 1500 x g durante 20 minutos. Los

precipitados obtenidos se trataron con NaOH0.1 N a 80°C
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durante una hora, determinándose a continuación proteinas

por el método de Lowry ( 1951 )

Los sobrenadantes se sometieron a 4 lavados con éter

saturado en H20, eliminándose los restos de éter por ca
lentamiento de las muestras en estufa a 80°C durante 5

minutos. Las muestras se diluyeron a distintas concentra
ciones realizándose la determinación de AMPcpor el ensa

yo de competición con protein-quinasa (PK).

La PKse obtuvo a partir de glándulas adrenales bovi

nas. Para ello se descapsularon las cortezas adrenales y

se homogeneizaron en 0.25 M de sacarosa, 50 mMTris-HCl

pH= 7.4; 2.5 mMKCl y 5 mMMgCl . El homogenato se cen2

trifugó 5 minutos a 2000x g para descartar el precipita

do nuclear. El sobrenadante se centrifugó a 17000 x g du

rante 30 minutos. Se descartó el precipitado mitocondrial

y el sobrenadante respectivo se utilizó comofuente enzi

mática. Para los ensayos de AMPc,alicuotas del sobrena

dante se diluyeron en buffer 50 mMTris-HCl pH= 7.4; 6 mM

y 8 mMteofilina 2-mercaptoetanol (TMT); (1:8) para medir
actividad enzimática.

Se prepararon distintas soluciones de AMPcfrio, di

luyendo sucesivamente al medio, a partir de una solución

0.%/(M hasta llegar a 0.032; M, utilizando TMT.

Para la determinación de AMPc,las muestras obtenidas

como se describió anteriormente, se incubaron a 4°C duran

te 90 minutos, en presencia de una cantidad fija de AMPc



radiactivo (aproximadamente 3000 cpm/tubo) y una canti

dad fija del sobrenadante diluído que contiene la PK.

Paralelamente, se incubaron alícuotas de las distintas

soluciones de AMPcfrío en concentraciones crecientes,

con AMPcradiactivo y el sobrenadante que contiene la

PK, en forma similar a la descripta con las muestras con

el objeto de obtener una curva de referencia.

La incubación se detuvo agregando a cada tubo una

solución de 10 mg de carbón Norit A y 2 %de albúmina

mantenida bajo constante agitación y en frío. Luego de

lO minutos se centrifugó-a 4000 rpm x 20 minutos, mi

diéndose la radiactividad del sobrenadante en un conta

dor de centelleo liquido.

A.62- Incorporación de 3H-uridina al ARN:

Los cortes se preincubaron por duplicado durante 60 minu

tos, a 37°C, bajo atmósfera de O :95% y C0 :5%, en KRBpH=7.42 2

conteñiendo 8mMglucósa en presencia de las diferentes sustag
cias a investigar. A continuación se agregó una dosis traza

dora (¿flCi/ml) de 3H-uridina (act.esp. 25 Ci/mM)y se conti

nuó la incubación en iguales condiciones, por otros 60 minu
tos.

Al finalizar la incubación, los cortes se lavaron con so
lución salina fría; se secaron en papel de filtro y se pesa

ron. La homogeneización de cada corte se hizo en 1 ml de agua

destilada fría, utilizando un homogeneizadorvidrio-vidrio.



Alicuotas del homogenatofueron digeridas con

0.4 ml de ácido fórmico y su radiactividad medida utili

zando comomezcla centelleadora una solución compuesta

por tolueno 66%V/V, Tritón x-lOO 33% V/V, PPO 5.5 0/00

P/V, POPOP0.1 0/00.

El ARNtotal se extrajo por el método de Munro y

Fleck ( 1966) modificado por Pisarev y Kleiman de Pisa

rev (1977), que consiste en una precipitación y dos la

vados con ácido perclórico 0.2 N (conc.final). El pre

cipitado se lavó dos veces con una mezcla alcoholzéter

3:1 para delipidizar. El precipitado se disolvió en 1 ml

de KOH0.3 N durante 60 minutos, a 37°C, con el fin de

hidrolizar el ARN.La reacción se interrumpió por el a

gregado de 0.6 ml de ácido perclórico 1.2 N, con lo que

se precipitan el ADNy proteinas. Se centrifugó midién

dose la radiactividad en el sobrenadante, en condiciones

similares a las anteriormente descriptas y la absorban

cia a 260 nm. La actividad específica relativa del ARN
se calculó utilizando la relación:

dpm ARN/mg ARN

cpmtejido/mg tejido

A.7.- Efectos sobre la transcripción nuclear endógena:

Se preincubaron en KRPcortes tiroideos bovinos, en

4M, durante 60 minutospresencia y ausencia de I-OH-A10

a 37°C. A continuación, el tejido finamente cortado se

homogeneizó en sacarosa 2M, MgCl2 10 mM,ditiotreitol
(DTT) 2 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 0.5 mM,
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-3
4

24000 rpm durante 60 minutos, empleando el rotor SW-40,

PO 1 mMpH=7.0. El homogeneizado se centrifugó a

en una ultracentrïfuga SPINCO.El precipitado obtenido

se resuspendió‘en Tris-HCl 50 mM,pH=8.0, MgClz, glice
rol 30%. Se midió la transcripción por el método de

Voets y col., (1982). Para ello se le agregó a la sus

pensión nuclear, el siguiente medio de incubación (con

centración final): ATP, CTP, GTP 0.6 mM; UTP 0.1 mM;DTT

2 mM; MgCl

3

5 mM; EDTA 0.5 mM; FNa 6 mM; MnCl 2 mM;2

PMSF 0.5 mM; Tris-HCl 100 mM, pH=8.0;

2

H UTP 3ACi/ml.

El volumen final de la reacción fue de 259pl. La canti

dad de núcleos correspondió a 50-159hg de DNA.La con

centración de DNAse determinó por el método de Burton

(1968).

La reacción de transcripción se llevó a cabo con y

sin‘d —amanitina (%flg/ml de medio de incubación) con el

fin de medir la actividad total y la actividadcá - ama
nitina resistente (sintesis de RNAribosomal). La dife

rencia entre ambas correspondió al RNAheterogéneo nuclear.

La incubación (10 minutos a 30°C, con agitación con

tínua) comenzó con el agregado de la mezcla de ensayo. La

reacción se interrumpió por adición de 2 ml de TCA10 %

y SCD/kg de seroalbúmina bovina. Luego de centrifugar,

el precipitado fue lavado dos veces con TCA5 %. El precí

pitado final fue disuelto en 0.3 ml de ácido fórmico y la
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radiactividad fue medida por el métodode centelleo li

quido. Los resultados se expresaron como pmoles de 3H

UMPincorporados/mg de DNA/10minutos.

En otra serie de estudios se determinó la acción di
recta de I-OH-Asobre la actividad transcripcional de los

núcleos tiroideos. Para ello, se utilizó una suspensión

nuclear, obtenida en igual forma a la descripta, la cual

4M a 37°C, durante 30se preincubó con y sin I-OH-A 10

minutos, midiéndose la transcripción, comoya se descri
bió anteriormente.

A.8.- Determinación del contenido intratiroideo de yodo:

Cortes de tiroides bovina de alrededor de 100 mg,

se homogeneizaron en l ml de buffer Tris-HCl 10 mMpH=

8.5. Alícuotas de 5,1 se diluyeron a 2.5 ml con HZOdes

tilada, tomándosefracciones de 5¡.l para determinar la
concentración de yodo total, de acuerdo con el método

de Zak (1952).

B.- Estudios in vivo.

B.l.- Acción de los yodolipidos sobre la producción de bocio:

gatones: diferentes grupos de ratones cepa CFWhembras, de

15-25 g, se inyectaron respectivamente con: meti;

mercaptoimidazol (MMI:0.7 mg/0.2 ml); T3 (ing/0.2 m1); de
rivado yodadodel ácido araquidónico en distintas dosis
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(AI: 1, 2, 3, 5, 10/¿g/0.2 m1); IK (ZOO/u'g/0.2 m1); T3 +
MMI; IK + MMIy AI + MMIen las dosis indicadas anterior

mente.

Luego de 10 dias de tratamiento, los animales fue

ron pesados y sacrificados bajo anestesia ligera de é
ter, la tiroides fue disecada determinándosela relación:

peso tiroideo mg
100 g peso corporal

gatas: en forma similar, distintos grupos de ratas Wistar,
hembras de 90-110 g, se inyectaron respectivamen

te con MMI( 5ng/0.2 ml); ácido Gyodo-S hidroxi eicosa

trienoico 8-11-14 ¿lactona (IL-5: 5Ag/0.2 ml); ácidos
14 yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico

5-8-11 (I-OH-A: áflg/0.2 m1); ácido araquidónico (AA:

S/u g/0.2 m1); T3 (S/u g/0.2 ml); IK (ZOQA,g/0.2 ml);

IL-J + MMI; AA + MMI; T + MMI; IK + MMI en las dosis in3

dicadas anteriormente.

Dicho experimento se repitióutilizandotulgrupo de

ratas que se inyectaron con los ácidos 14-yodo-15 hidroxi

y 14 hidroxi-15 yodo 5-8-11 eicosatrienoico (IL-W: 5/¿g/O.2m1)

modificando la dosis de IK inyectado (1.5/¿g/O.Z ml). En
un tercer experimento, diferentes grupos de ratas de 90

110 g, hembras con: MMI(5 mg/0.2 ml), IL-5 (5 y la/zg/
0.2 ml respectivamente); I-OH-A (S/Lg/0.2 ml);1k8(5 y 12



}¿g/0.2 ml) + MMI (5 mg/0.2 ml); I-OH-A (S y Iggy/0.2 ml)

+ MMI (5 mg/0.2 m1); AA (S/Ag/0.2 ml) + MMI (5 mg/0.2 ml).

Luego de 10 dias de tratamiento, los animales fue

ron sacrificados y en forma similar a la descripta ante
riormente, se determinó la relación:

peso tiroideo (mg)
100 g peso corporal

Simultáneamente se extrajo sangre para determinar los

niveles de T3 y T4 en suero.

La concentración de T3 y T4 séricas se midió por ra
dioinmunoanálisis utilizando reactivos provistos por Diag

nostic Products Corporation (DPC). Los valores de T se3

expresaron en ng/dl, con una sensibilidad del ensayo de

10-20 ng; en tanto los valores de T4 se expresaron en/ag/dl

con una sensibilidad del orden de 0-l/ag.

En un posterior experimento, diferente grupos de ratas

se inyectaron con MMI (6 mg/0.2 ml) y MMI+ I-OH-A (á/Lg/

0.2 ml) durante 3 ó 25 dias, determinándose la relación

Peso tiroideo/Peso corporal, tal comoya se ha descripto.

En un ulterior experimento, diferentes grupos de ra

tas se inyectaron con MMI(7 mg/0.2 ml) durante 5 días.

A continuación,se realizó el siguiente tratamiento: admi

nistración de I-OH-A(láág/0.2 m1) y sacrificio de anima
les a la hora y a las 6 horas post-inyección; administra

ción de MMI+ I-OH-Aen las dosis ya indicadas, sacrifican



do los animales a la media, l, 3, 6 y 24 horas post

inyección. A cada animal sacrificado se le extrajo san
gre para determinar los valores séricos de TSH.

La concentración sérica de TSHse midió por radioin

munoanálisis, empleandolos reactivos provistos por Na

tional Pituitary Agency (USA).Los resultados se expre

saron en ng/ml; la sensibilidad del ensayo fue de 10-20

ng.

En todos los casos, los animales estuvieron.en am

biente climatizado (22 Ï 2°C) y se mantuvieron con a

limento balanceado y agua "ad libitum".

- COMPOSICION DEL MEDIO DE INCUBACION:

Krebs-Ringer-bicarbonato: NaCl 124 mM;KCl 5 mM; MgSO4

1.25 mM; CaCl2 1.45 mM; KPOIE2

glucosa 8 mM.

1.25 mM; NaHCO 25.3 mM;3

La solución de KRBse preparaba fresca el dia del

experimento y se gaseaba con carbógeno (95% de O2 y 5%

de C02) durante media hora.

Krebs-Ringer-fosfato: NaCl 124 mM; KCl 5 mM; MgSO4

3.06 mM; Na HPO 13.061.25 mM; CaCl 2 41.45 mM; NaH 292 —--2 4

mM; glucosa 8 mM.

- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS:

Se empleóel test de significación estadístico de
Student.



- REACTIVOS'UTILIZADOS:

Monoyodotirosina;diyodotirosina; triyodotironina;

tiroxina; ninhidrina; albúmina; ácido araquidónico;

oubaina; AMPcíclico; nucleósidos trifosfatos; RNA

de levadura; DNA; propanolol: SIGMACHEMICALCb. USA.

Propiltiouracilo: donación SIGMACHEMICALCo. USA. y
Y metimaZOI: donación de Laboratorios GLAXO,Ar

gentina.

Acido iopanoico: donación de FARMASAS.A.

TSH: donación de la NATIONALPITUITARY AGENCY, USA.

- Productos radiactivos:

1251: libre de portador: NEWENGLANDNUCLEAR,USAL

125II

L-3,5,3 Triyodotironina: Actividad especifica

144 Ci/)kg, NEWENGLAND, USA.

125| I

L-3,5,3 ,5 I Tetrayodotironina (Tiroxina): Actividad

especifica¿135 mCi4g.g.

[5-3H] -Uridina: Actividad especifica 26.2 Ci/mmol, NEW

ENGLAND NUCLEAR, USA.

[5-3Ej -Uridina 5‘-trifosfato: Actividad especifica 17.6
Ci/mmol, NEW ENGLAND, uam.

[2-8 3H] —Adenosïn3'-5' monofosfato cíclico: Actividad
especifica 31.5 Ci/mmol, NEWENGLAND,USA.



RESULTADOS



I.- PAPEL DE LA TIROXINA EN EL MECANISMO AUTORREGULATORIO

TEBOIDEO.

1.- Metabolismode la tiroxina en cortes de tiroides bo
vina:

La tiroxina se deshalogena a T en los tejidos perifé3

ricos (ver revisión Chopra, 1978 Larsen y col., 1979;b:
Obregón y col., 1980) comoasi también en diversas pre

paraciones tiroideas (Dawbery col., 1971; Bidey y col.,

1976; Green, 1978). En nuestro laboratorio se estudió el
1251 en tiroides bovinas. Parametabolismo de la T4 

ello, se incubaron los cortes con la hormonamarcada du

rante una hora a 37°C, analizándose los distintos metabo

litos por cromatografía en papel, comoya se describió en

MATERIALES Y METODOS.

En la Tabla 1 se pueden observar los Rf de los dis

tintos yodocompuestos,luego de realizar las separacio

nes cromatográficas en los distintos sistemas de solven
tes. En butanol:etanol:hidróxido de amonio (l N) (BEA)

5:1:2 v/v se produce la separación de T4 a T3, aparecieg

do el yoduro en una posición intermedia entre MITy T4.

En butanolzácido acéticozagua (B.A.A.) 38:5:6 V/v,

.se separa perfectamente DIT de MIT; el yoduro aparece en

tre MIT y(T4 + T3.



T A B L A 1

Rf de los distintos yodocompuestosen los diferentes

sistemas cromatográficos

B:E:A B'A:A H:AAt:A

yodoleidos 0.95 0.95 0.95

T3 0.64 0.72
0.75

T4 0.53 0.60

rT3 0.40 0.60 0.54

I” 0.28 0.25 0.39

MIT 0.21 0,35
0.10

DIT 0.20 0.55

yodoproteinas O 0 0

Los valores de Rf se determinaron por cromatografía en
papel con los tres sistemas de solventes indicados. En
el origen del cromatogramaestán presentes las yodopro
teInas tiroideas.
BaEzA:butanolzetanolzamonio; B:A:A: butanolzácido acéti
co:agua¡H:AAt:A: hexano:a1cohol amilico terciariozamonio.
Rf: relación a1 frente del solvente.



En hexano: alcohol amïlico terciario:hidróxido de

amonio (2 N), en proporciones 1:5:6 v/v, se separa T4

de T3, el yoduro aparece entre yodoproteinas + (MIT+

DIT) (que permanecen en el origen del cromatograma) y T4.

En todos estos sistemas de cromatografía, en la zo

na del cromatograma correspondiente a un Rf=0.95, aparecen

yodocompuestosde naturaleza lipidica.

La Tabla 2 muestra, en los valores de los controles,
125

que la T4- I se deshalogenó un 20%, produciéndose un

aumento significativo del I-, asi comode T3 y rT Por3.
otra parte, se encontro que parte del yoduro originado es

incorporado a las yodoproteinas, a juzgar por los valores

de radiactividad medidos en el origen del cromatograma

(BEA).

1.1.- Acción del metilmercaptoimidazol:

El metilmercaptoimidazol (MMI)esun conocido inhibidor

de la peroxidasa tiroidea (Taurog, 1975). Con el objeto de

estudiar la acción de dicha droga sobre el metabolismo de

la tiroxina, se preincubaron cortes tiroideos bovinos con

MMI(l mM)agregándose a continuación la tiroxina marcada.

En la Tabla 2 se observan los resultados obtenidos en el

sistema BEA.El MMIprodujo una disminución significativa

del 1-, con un aumento concomitante de la T4.



El MMIinhibió la formación de rT sin modificar
3

los valores de T . Dichos resultados han sido confirmados
3

en los otros sistemas cromatográficos utilizados (Tabla
3 ).

1.2.- Accióndel propiltiouracilo:
El propiltiouracilo (PTU)inhibe la conversión de

T4 a T3 en higado y riñón de rata (Visser y col., 1975;
Chopra, 1977), no modificando dicho paso metabólico en

hipófisis y cerebro de rata (Silva y col., 1978; Kaplan,
1980).

La presencia de PTU (l mM)en el medio de incubación

no produjo cambios sobre la metabolización de la T4-1251
en los cortes tiroideos bovinos analizados en BEA.

(Tabla 2 ). Dichos resultados se corroboraron en los o

tros sistemas cromatográficos empleados (Tabla 3 ).

Con el objeto de demostrar que el MMIy el PTU son

activos bajo nuestras condiciones de trabajo, se estudió
1251 en cortes tisu acción sobre la organificación del

roideos bovinos. Comopuede observarse en la Tabla 4 ,

estos compuestos en una concentración l mM,inhibieron

dicho parámetro tiroideo en un 95%.

1.3.- Acción del ácido iopanoico:

El ácido iopanoico (IOP) es un conocido inhibidor de

la conversión de T a T en diversos tejidos periféricos4 3



TABLA2

Metabolismode1atiroxinaencortesdetiroidesbovina

TratamientoOrigen

c1.92Ïo.35

PTU1mm2‘37io.77

2.42Ïo.27

CortestiroideosbovinosseincubaronconT4

MIT+DIT

2.24Ïo.71 1.99io,49 1.14Ïo.17

0.47

Distribución%delaradiactividad I
14.92Ïo.84 13‘12i0,1s

7.3BÏO.32a

4.52

125

I‘T3

2.33Ïo.4o 1.56Ïo.69 0.87Ïo.15a

T4

70.58Í1.77 74.58Ïo.74

a

76.97Ï1.15

90.79

T3

5.17Ïa23 4.47Ïo.51 5.19Ïo.84

IenpresenciaoausenciadePTUo

MMI,loshomogenatosy1aT4stfueronanalizadosporcromatografíaenpapel,uti lizandoBzEzAcomosistemadesolventes. ap<0.05comparadosconelgrupocontrol.

+

Cadavaloreselpromediode4determinaciones-E.S. Enelorigendelcromatogramaestánpresenteslasyodoproteinas.BzEzAzbutanolíÏganol:amonioCzcontrol;PTU:propiltiouracilo;MMI:metilmercaptoimidazol;T4stzT4 dardutilizadacomotrazador.

Istan-"'



T A B L A 3

Productos metabólicos de la T4 - 1251 en
cortes tiroideos bovinos

H-AAt-A
.B_A_A

Tratamiento Distribución %de la radiactiyigad

rT3 T3 + T4 T3

c 3,zoÏo.32 75.04Ïo.13 4,16Ï0.27

PTU 3.27Ï0.60 77,93Ï2,57 3,56io,43

MMI 1.88Ïo.86 79.03Ï2.36a 4.o3Ïo.17

T4 st 0.98 91.00 1.20

- En cada experimento se incubaron cortes de tiroides bo
Vinas en KRB,en presencia de las diferentes sustancias
a ensayar.

Cada valor es el promedio de cuatro determinaciones ÏE.S.

p < 0.05 comparados con el grupo control.

B-A-A:butanol: ácido acéticozagua; H-AAthzhexano:alcohol
teramilicozamonio.

C: control; PTU:propiltiouracilo; MMI:metilmercaptoimida
zol; T4 st: T4 - 1251 empleada como trazador.



T A B L A 4

Efectos del propiltiouracilo y metilmercaptoimidazol

sobre la organificación del yodo

Tratamiento RC (%)

c 81.40 Í 1.21

pau 6.72 - 0.05a

MMI 2.13 Í 0.29a

bovina con 1251 en preSe incubaron cortes de tiroides

sencia de PTUo MMI. Los cortes se homogeneizaron con

PTU l mM, precipitándose con TCA20 %. El porcentaje de

organificación o RCse determinó en base al cociente de

radiactividad del precipitado/radiactividad total.

Cada valor es el promedio de cuatro determinaciones Ï E.S.

ap ( 0.0005 respecto a los valores del grupo control.

C: control; PTU:propiltiouracilo; MMI:metilmercaptoimi

dazol; RC: relación de conversión de 125I

a yodoproteïnas = radiactividad TCAprecipitado x 100radiactividad total



(Kaplan y Utiger, 1978; Kaplan, 1980; Obregon y col.,
1980). Con el objeto de estudiar la acción de dicha

droga sobre el metabolismode la tiroxina en tiroides

bovina, se preincubaron cortes tiroideos con dicha drg
ga¡ agregándose a continuación una dosis trazadora de

T4 - 1251. Los yodocompuestos formados se analizaron

por cromatografía en papel, utilizando diferentes sig
temas de solventes.

En una primera serie de experimentos se utilizó

una concentración 4 mMde IOP, sin embargo los contrg

les realizados demostraron que esta concentración es

tóxica para la célula tiroidea, por lo que dichos re
sultados obtenidos fueron descartados.

En una serie ulterior de estudios, se utilizó el
4IOP en una concentración 10- Mque no altera la función

basal tiroidea. Bajo estas condiciones el IOPinhibió

la deshalogenación de T disminuyendo los valores de4'
I- y yodotironinas (MIT+ DIT), sin embargo los valo
res de T

6).
rT permanecieron inalterados (Tablas y3Y3 5

Con el objeto de determinar si el IOP era activo

bajo nuestras condiciones experimentales, se estudió
la influencia del mismo sobre el metabolismo de la T 

4

1251 en cortes de higado de rata. La Tabla'7 muestra



Tratamiento

C
IOP10'M

T4st

-1251encortesdetiroides

B-E-A

Distribución%delaradiactividad

MIT+DITIrTT

Origen3

4T3

7.13Ío.283.06Ïo.3477.56Ïo.9o4.73Ïo.14

4+

5.96Ïo.5fi3.07Ïo.1679.61Ïo.73a5.43Ïo.34

6.890.6890.941.10

CortestiroideosbovinossepreincubaronconIOP10-4M,agregándoseluegounadosis trazadoradeT4-1251.DespuésdehomogeneizarloscortesconPTUlmM,seanalizaron porcromatografialosdistintosyodocompuestosformados. Cadavaloreselpromediode4determinacionesÏ E.S. B-E-A:butan012etanolzamonio;C:control;IOP:ácidoiopanoico;T4st:T4-1251standard utilizadocomomarcador;PTU:propiltiouracilo.

p(0.05respectoalosvaloresdelgrupocontrol.



TABLA6

_125I

metaboligagiónde1aT

4

ncortestiroideosdevaca

E-A-AH-AAt-A

Distribución%delaradiactividad

TratamientorT3T+TT

34

C3.32-0.4684.90-0.7473.69Ï0.204.41-0.10

4++a

IOP10-2.47-0.2287.49-0.4977.81Ï1.464.42-0.33

Tst1.4189.7690.880.63

Encadaexperimentoseincubaronloscortesdetiroidesbovinadurante60minutos

125

conT4-I. CadavaloreselpromediodecuatrodeterminacionesÏ E.S.

p<0.005respectoalosvaloresdelgrupocontrol.

B-A-A:butanolzácidoacético:agua;HzAAtzA:hexanozalcoholamilicoterciario; C:control;IOP:ácidoiopanoico;T4st:T4-1251standardutilizadacomo trazador.

138 9



.FLAHÉQE1L_Z___

Acción dei ácido iopanoico sobre 1a generación de

_?3-125I a partir de T4-1251 en cortes de higadoM
B-E-A

Tratamiento % T4 % T3 % rT3

Control 74.88Ï 2.61 5.83Ïo.58 8.33Ï 0.95

_ b c
IOP 10 4M 78.51Ï 0.50a 3.05Ïo.12 4.14Ï 0.12

Cortes de higado de rata se preincubaron con IOP

10-4Mrealizándose luego el análisis de la metabo

lización de 1a T4-1251, comoya se describió en
MATERIALES Y METODOS.

Cada valor es el promedio de cuatro determinaciones
Ï'E.s.

b
ap c 0.02 ; p < 0.005; cp < 0.0005 comparados con

el grupo control.

B-E-A: butanolzetanolzamonio; IOP: ácido iopanoico
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que cuando los cortes de higado de rata fueron incubados

con ácido iopanoico 10-4M, bajo las mismas condiciones,

la producción de T3 a partir de T4 estaba significativamente
disminuida.

La diferencia en la acción del IOP sobre la metaboli

zación de la T4 - 1251 en cortes de tiroides bovina y de
higado de rata, indujo a realizar estudios en homogenatos
tisulares.

En la Tabla 8 se puede observar que el IOP 10-4M no

alteró el porcentaje de formación de T a partir de T3 4

en homogenatos de tiroides bovina. En cambio, en homoge

natos de hígado de rata, el ácido iopanoico en una con

centración 10-4M inhibió en un 56%la formación de T3 a
partir de T marcada.4

1.4.- Acción de la TSH:

La hormonatirotrófica controla la función tiroidea

mediante un estimulo de los diferentes parámetros tiroi

deos,.aumentando la sintesis y secreción de las hormonas

tiroideas (Ahn y Rosenberg, 197g; Tonoue y col., 1970) a
si comoel crecimiento celular.

Con el objeto de estudiar los efectos de la TSHsobre

el metabolismode la tiroxina, se preincubaron cortes ti

roideos bovinos con TSHbovina (20 mU/ml), realizándose a
125

continuación el análisis de la metabolización de la T4- I
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T A B L A 8

Efectos del ácido iopanoico sobre 1a formación de T3-125I
en homogenatos QE tiroides de vaca y de higado de rata

incubados con T4-125I

B-E-A

Tejido Adición % T3 p><

Tiroides Ninguna 1.71Ï0.35 
-4 +IOP 10 M 2.08-0.56 n.s.

Hígado Ninguna 4.67Ï0.55 

-4 +IOP 10 M 2.08-0.56 0.0005

El sobrenadante de 2000 x g obtenido de homogenato de ti
5 I. El

se obtuvo por cromatografía
roides bovina o higado de rata, se incubó con T4
porcentaje de formación de T3
en papel.

Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

E1 contenido de proteinas fue de 7.06 y 8.66 mg/ml para
los homogenatos de higado y de rata respectivamente.

B-E-Azbutanol:etanolzamonio; IOP: ácido iopanoico.



comoya se desoribió anteriormente.

Comose puede apreciar en la Tabla 9 la TSHestimu
_ 125ló de deiodinación de la T4 I con aumento en la for

mación de T3 y rT3.

1.5.- Acción del propanolol:

El propanolol, agente bloqueante beta adrenérgico,

produce en el hombre una disminución en la dehalogenación

de T4 a T3, con un aumento en los niveles de rT3 en san
gre (Shanks y col., 1969; Lotti y col., 1977). En túbulos

renales aislados de rata, el propanolol bloquea la 5'

deiodinación de T4 a T3. Goñi y col., 1977).

Se estudió el efecto del propanolol sobre la metabo
1251 en cortes tiroideos bovinos. Comolización de T4 

se observa en la Tabla lO , la acción de dicha droga dismi

nuyó la metabolización de la T4 marcada, sin modificar los

valores de T3. La 5 monodeiodinación se encontró estimula

da con aumento de la producción de rT3.

2.- Captación de TA-lzslggor la célula tiroidea.

2.1.- Estudio cinético comparativo respecto a la entrada

de_T,-125I y 125I a la célula tiroidea:
Se decidió estudiar la entrada de la tiroxina a la

célula tiroidea y sus caracteristicas. En la Figura ll se
puedenobservar los resultados obtenidos al estudiar la



Tratamiento

TSH20mU/ml

st

TABLA9

—125Iencortesdetiroides

AccióndelaTSH4

sobreelmetabolismodeT

bovina

B-E-ADistribucióndelaradiactividad OrigenMITDITIrTT4T

33

1.97Ï0.3o0.69Ïo.220.68Ïo.2o10.43Ï1.122.55Ïo.1676.62Ï2.251.86Ïo.44

db

3.65Ïo.41c0.60Ïo.o91.45Ïo.4o14.53Ï1.233.47Ïo.31a53.85Ï4.o74.2oÏo.17a

0.130.220.191.351.6194.490.93

l

Cortesdetiroidesbovinasepreincubaroncon20mU/mldeTSHbovina.Acontinuaciónseagregó unadosistrazadoradeT4-125Iincubándosedurante60minutos;loshomogenatosresultantesy
laT

4-stseanalizaronporcromatografíaenpapel,empleandoB-E-Acomosistemadesolventes.

+

Cadavaloreselpromediodecuatrodeterminaciones-E.S.

d

ap(0.0005;bp<0.002;cp<0.005;p<0.05comparadosconelgrupocontrol.

-st:T4-1251standardutilizadacomotrazador.

B-B-A:butanolzetanolzamonio;C:control;T

4



Tratamiento

C

Prl

T
B-E-A

Q 4
10‘ st.

4M

encortestiroideosbovinos

Distribución%delaradiactividad

OrigenMITDITIrT3TT

43

4.19Ïo.030.90Ïo.121.09Ïo.134.46Ïo.063.23Ïo.3473.00Ïo.522.66Ïo.19 3.20Ïo.31a1.o3Ïo.180.77Ïo.112.63Ïo.50a6.10Ïo.42a80.31Ïo.953.14Ïo.23

0.130.220.191.351.6194.490.93

4M,

porcentajesdeformacióndelosdiferentesyodocompuestos,comoyasedescribióa2 teriormente.Cortestiroideosbovinossepreincubaronconpropanolol10-determinándoselos

+

Cadavaloreselpromediodecuadruplicados-E.S. ap<0.005comparadosconelgrupocontrol.

-1251standard

B-E-Asbutanolzetanol:amonio;C:control;Prl:propanolol;T 4

4st:T

utilizadacomomarcador.



entrada de T4 —1251 a la célula tiroidea. Con el objeto
de compararse realizaron experimentos paralelos utili

_ 125I e 1251.zando T3

Comopuede apreciarse, existe una profunda diferen
cia en la curva de entrada a la célula tiroidea de am

bas yodotironinas y del yodo.

\
La relación T/Mpara T4 - 1251 aumentó progresiva

mente alcanzando valores de alrededor de 3 a los 15 mi

nutos de incubación y permaneció en una meseta hasta los

60 minutos de pulso con la hormona marcada.

1251 (en auPor otro lado, la relación T/Mpara el

sencia de PTUo MMI)aumenta en forma lineal alcanzando
valores de alrededor de 12 a los 60 minutos de incuba

ción.

La relación T/M para la T3 - 1251 mostró un aumento
creciente y significativo durante los diferentes tiempos
de incubación llegando a una meseta a los 40 minutos de

incubación; a dicho tiempo el T/Malcanzó valores de al
rededor de 13-14.

2.2.- Efecto de la temperatura:

En otra serie de experimentos se analizó la capta

ción de la T marcada por cortes de tiroides a dos tem4

peraturas diferentes: 37°C y 0°C. Cuando las incubacio

nes se realizaron a 37°C hubo un rápido aumento en la
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relación T/Mde alrededor de 1.2 a los 5 minutos y de

aproximadamente 2 a los 60 minutos. Se puede observar

una meseta de los valores a los 15 minutos de incuba

ción. Cuandolos cortes se incubaron a 0°C los valores

de T/Mdisminuyeron en forma muy marcada, alcanzando

valores menores que 1, entre 15 y 60 minutos de comen

zada la incubación (Figura 12).

2.3.- Acción de diferentes compuestos:

Se analizó la entrada de la tiroxina marcada a tiem
pos precoces de incubación (5 minutos), con el objeto

de evitar la dehalogenación de la T4 - 125I, determinando
se la relación T/Mbajo la acción de diferentes compues
tos.

En la Tablall se muestran los resultados.obtenidos.

El IK, T3, en concentraciones 10-5M, ácido iopanoico
10-4My propiltiouracilo 10-3M,no alteraron la relación

T/M. La presencia de KClO 10-3M y de oubaina-lO-4M, dis
2

4

minuyeron los valores de T/M. La ausencia de Ca+ en el

medio de incubación, también redujo la entrada de la T4
a la célula.

Al preincubar los cortes con TSHen una concentra

ción de 20 mU/mlse produjo un aumento significativo en
_ 125la incorporación de 1a T4 I a la célula tiroidea.
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F I G U R A ll

ESTUDIO CINETICO DE LA CAPTACION DE TIROXINA POR

CORTES DE TIROIDES BOVINA. SU RELACION RESPECTO A

LA ENTRADA DE LA TRIYODOTIRONINA Y EL YODO.

4L.

l A
S 10 15 20 30 40 60 min

- Cortes tiroideos bovinos se incubaron en KRBen presencia
de 1251-T4, 125I-T3 ó 125I durante los tiempos que se in
dican, determinándose la relación T/M, tal comose descri
bió en MATERIALES Y METODOS.

- Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

A—-—-A 125I _ T3

o———-o 125I _

'—-—6 125I - T4
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FIGURA 12

INFLUEI‘K'JIA DE LA TEMPERATURA EN LA ENTRADA DE LA

TIROXINA A' LA TIROIDES

i

s

vhïx ig . l
20- ——1— ¡

tO
,,+---------- "'"II’llIIr

Ill
’ l l l 7

5 15 30 ¡nm

. . . . . 125
- Cortes t1r01deos bOVanS se incubaron con I-T4 durante

los tiempos y las temperaturas indicadas. La relación T/M
se calculó tal comose describió anteriormente.

- Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

o—o 37°C

o—---o 4°c
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T A B L A ll

Influencia de diferentes compuestossobre la entrada

de TA-IZSI a 1a gg1u1a tiroidea.

Tratamiento Concentración %IncorEoración
de hormona

Control

—5IK 10 M 90

T3 10'5M 86

IOP 10'4M 110

—3PTU 10 M 96

—3
KC104 10 M 75

Oubaina 10’4M 79

64 Ca+2 68

TSH 20mU/ml 130

- Se preincubaron cortes de tiroides bovina en KRBen pre
sencia de diferentes compuestos durante 30 minutos.

- La incorporación de T4-125I se midió después de 5 minutos
de incubación con la T4-125I.

—La relación T/M se calculó tal como se describió en MATERIA
LES Y METODOS.

w Los resultados se expresaron como %respecto a los valores
del control.

—Se obtuvieron resultados similares en 4 experimentos adicio
nales.

2v d Ca+2: ausencia de Ca+ en el medio de incubación.



La Figura 13 muestra la influencia de T4 "fría"

en distintas concentraciones sobre la entrada de T4-125I.

Para ello, los cortes tiroideos se preincubaron con T4
en diferentes concentraciones durante 30 minutos, reali

zándose a continuación un pulso de 5 minutos con la T4
125 . .I. Se puede observar que concentraCiones creCientes

_7 —10-5M) causaron un progresivo aude T "fria" (10

mento de los valores de la relación determinada(T/M)con

la T marcada.

125
3.- Distribución subcelular de T4- I en cortes de tiroi

des bovina:

Comopuede observarse en la Figura 14 , cuando se

estudió la distribución subcelular de T4 marcada luego
de una hora de incubación, la mayor parte de la radiac

tividad se encontraba en la fracción soluble. El porcen

taje presente en las demás fracciones fue menor, estando

los valores de radiactividad nuclear por debajo del 1%.

Cuando se preincubaron los cortes con T 10-5M se vio4

que sólo se produjo un desplazamiento estadísticamente

significativo de la cantidad de radiactividad presente en
la fracción nuclear, sin modificaciones en las otras fracq

ciones subcelulares, comolo indican las barras rayadas

de la Figura 14 .

3.1.- Acción de la T sobre la distribución de T,1- 12513

en tiroides bovina:
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INFLUENCIA DE DIFERENTES DOSIS DE TA "FRIA" SOBRE

LA ENTRADA DE TA-lZSI A LA CELULA TIROIDEA

'/o'de incor?o_
racion de TL” I

1.00

300

200

100

CONTROL1Ó M 163w 165M 'Q

v Cortes de tiroides bovina se preincubaron en KRBen pre

Sencia de T4 "fría" en las concentraciones indicadas, du
rante 30 minutos.

La relación T/Mse calculó tal comose describió anterior
mente .

—Los resultados se expresaron como %respecto a los valores

‘ del grupo control.

- ap < 0.0005 respecto a los valores del grupo control.
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Efecto de la TL sobre la distribución subcelulur de "51-1

Sobrend. precoiggado sobrenod 1€rlavndo Ñluvado Nudeos20 9 nudear "ud Purivicodos200009

'/.Distribucio’n

cnLI|

..

'/.Distribución

—Cortes tiroideos bovinos se incubaron con 125I—T4en pre
sencia (barras rayadasX_y ausencia de T4 10- M;
Se obtuvieron las fracciones subcelulares, tal comose
describió en MATERIALESY METODOS.

P Cada valor es el promedio de cuadruplicados i E.S.



La Figura 15 muestra la distribución subcelular de

T4 - 1251, luego de un pulso de 60 minutos. Como se pue
de observar, la mayorcantidad de la radiactividad fue

localizada en la fracción correspondiente al sobrenadan

te de 20000 x g. Alrededor del 1%se encontró en la frac

ción nuclear purificada.

Cuando se preincubaron los cortes con T 10-5M, se3

encontró un aumento significativo del orden del 35%, en

la radiactividad nuclear, no habiendodiferencias sig
nificativas en los valores de las otras fracciones sub

celulares (barras rayadas de la Figura 15 ).

1254.- Localización de TA- I y metabolitos en núcleos de
tiroides:
Se incubaron cortes de tiroides bovina con una dosis

1251, analizándose la naturaleza de lostrazadora de T4 
compuestosradiactivos presentes en el núcleo celular, me

diante cromatografia en papel.

Comomuestra la Tabla 12 , un 50%de la radiactividad

nuclear, luego de l hora de incubación, correspondió a T4

y alrededor de un 7-8 %a T3, estando los otros metaboli
tos presentes en menores valores (yodoproteïnas, DIT, MIT,

1-). Tambiénse puede apreciar la formación de yodolïpi

dos en la zona del cromatograma correspondiente a un Rf=

0.95.



- 154 

F I G U R A 15

Electo de lo T3 sobre lo distribucion subcelular de TL‘ZSI

precupnaao Sobrena Ñlavodo ¡”lomo
200m

nucleos
2 g g nuclear nuclpar nuclear thmos

DISH'Ib/

8‘S

Distrib'fi

w Cortes tiroideos bovinos se incubaron con 1251«T4, en

Éresencia (barras oscurasl y en ausencia de T3 lQFSM.
Se realizó el fraccionamiento subcelular, tal comose
describió anteriormente.

- Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.

- Se obtuvieron resultados similares en cuatro experimentos
adicionales.



Núcleos

Medioinc

TABLA

12

OrigenDIT

4.50Ï1.323.95Ïo.s4

.o.63Ïo.1o0.13Ïo.02

Distribución%delaradiactividad

MITIT4T3ILlpS.

3.34Ï1.129.o3Ï1.o450.56i2.257.54Ïo.865.55Ïo.56 0.25Ïo.o43.61Ïo.7192.91Ïo.500.96Ï0.1o0.67Ïo.13

Seincubaroncortesdetir ficadosyselesextrajo tabolitosformadosporcro Alicuotasdelmediodeinc bioanteriormente. Cadavaloreselpromedio B-E-A:butan012etanolzamon gramacorrespondientesau

de4determinaciones
io; nRf=0.95.oidesbovinaporcuadruplicado.Seobtuvieronnúcleospuri

radiactividadconetanol,analizándoselosdiferentesme

matografiaenpapel. ubaciónseanalizaronporcromatografía,talcomosedescri

Ï E.S.

ILips.:yodolipidospresentesenlazonadelcromato
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A1 analizar los valores de los metabolitos de la

T4 - 1251 en el medio de incubación, luego de incubar
los cortes durante l hora, se puede observar que prác

ticamente toda la radiactividad se encuentra comoT4
1251. (Tabla 12)

II.- PAPEL DE LOS YODOLIPIDOS EN EL MECANISMO AUTORREGULA

TORIO TIROIDEO.

1.- Biosïntesis de yodolïpidos y su regulación en cortes
de tiroides bovina:

1.1.- Estudios cinéticos de formación de yodolïpidos:

La presencia de yodolípidos ha sido observada por

diversos autores luego de incubar diferentes preparacio

nes tiroideas con yodo radiactivo. Dichos compuestos han

sido descriptos en la oveja (Taurog y col., 1957; De

Groot y Carvalho, 1960; Mauchampy col., 1963), en la ra

ta y en humanos (Shah y col., 1973) y en cobayos (Rousset

y col., 1980).

Con el objeto de determinar 1a biosïntesis de dichos

yodolïpidos en cortes tiroideos bovinos, se incubaron los

mismos en presencia de una dosis trazadora de 1251, du

rante diferentes tiempos, analizándose los yodolïpidos

formados por cromatografía en papel, tal comose descri

bió en MATERIALES Y METODOS.

Comose puede observar en la Figura 16 , la cantidad

de yodolipidos sintetizados, medida comoporcentaje de
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¿STUDIO CINETICO DE LA FORMACION DE YODOLIPIDOS

EN CORTES TIROIDEOS BOVINOS

rodiactív

..n C)
I

°/o

1251 durante- Cortes de tiroides bovinas se incubaron con
los tiempos indicados; luego se homogeneizaron en PTUl mM,
determinándose el porcentaje de formación de yodolïpidos
por cromatografía en papel, tal comose ha descripto anterior
mente.

—Cada Valor es el promedio de cuadruplicados Ï EgS.

—Se obtuvieron resultados similares en cuatro experimentos
adicionales.



la radiactividad en la zona de Rf=0.95 respecto a la ra

diactividad total del cromatograma, alcanzó una meseta
a los 30 minutos de incubación.

1.2.- Correlación entre yodolípidos y yodoproteínas:

Dado que el 1251 puede ser incorporado a yodotiro

sinas y yodotironinas presentes en la estructura de la

tiroglobulina, asi comoa yodolipidos, se realizaron u
na serie de estudios para determinar la relación entre

yodolipidos y yodoproteïnas. Para ello se incubaron cor
125tes tiroideos con I durante 30 minutos, analizándose

cromatográficamente ambos yodocompuestos formados.

En la Figura 17 se puede observar que hubo una

correlación altamente significativa, con un coeficien
te de correlación lineal de 0.905 entre el porcentaje

de formación de yodolipidos (Rf=0.95 del cromatograma)

y de yodoproteinas (origen del cromatograma).

1.3.- Accióndel propiltiouracilo:
El propiltiouracilo (PTU)es un conocido inhibidor

de la organificación del yodo, ya que bloquea la activi

dad de la peroxidasa tiroidea (Taurog, 1975). Para de

terminar el posible papel de esta enzima en la yodación

de lípidos, se preincubaron cortes de tiroides bovina
con PTUen diferentes concentraciones durante 30 minutos,

125realizándose a continuación un pulso de I de 30 minutos.
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CORRELACION ENTRE YODOPROTEINAS Y YODOLIPIDDS

r = 0.9063

level of sngnificance : 1°].

l

10 20 30 1.0 50 iodoprotein ‘l.

—Cortes tiroideos de diferentes glándulas se incubaron con
1251 durante media hora. Luego se homogeneizaron en PTU 1 mM,
determinándose los porcentajes de formación de yodoproteïnas
(origen del cromatogramal y yodolïpidos (Rfáo.95) por croma
tografïa en papel, como ya se describió en MATERIALESY METO
Dos .

—Cada Valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

v Cada Pis corresponde a un experimento diferente.



_!_60_

Los yodolïpidos formados se analizaron por cromatogra

fía en papel, tal comose describió anteriormente.

La Tabla 13 muestra que a todas las concentraciones

de PTUutilizadas se bloqueó la biosintesis de los yo

dolipidos, alcanzándose una inhibición casi total a una
concentración l mMde PTU.

1.4.- Acción del metilmercaptoimidazol:

El metilmercaptoimidazol (MMI)inhibe la peroxidasa ti

roidea, en forma similar a la producida por el PTU (Tau

rog, 1975).

La preincubación de los cortes tiroideos con MMI

(l mM)inhibió casi totalmente la formación de yodoli

pidos (Tabla 13 ).

1.5.- Acción de la TSH:

La TSHestimula la organificación del yodo, tanto

a nivel de la formación de yodotirosinas (MIT, DIT) co

mo del acoplamiento de éstas para dar T3 y T4 (De Groot
y Nieppomniszcze, 1977).

Para determinar si la hormonatirotrófica ejerce in

fluencias sobre la biosIntesis de yodolípidos, se prein
cubaron cortes tiroideos bovinos con TSHen una concen

tración de 20 mU/ml, durante 30 minutos. A continuación



T A B L A 13

Acción del propiltiouracilo X del metilmercaggojmjdgzgl

sobre la biosintesis de yodolipidos

B-E-A

Tratamiento % I Lips.

Control 7.30 Ï 0.90

PTU 10'5M 3.25 Ï 0.20a

PTU 10'4M 4.08 Ï 0.90b

PTU 5.10'4M 1.71 Ï 0.72C

PTU 10’3M 0.59 Í 0.37c

MMI10'3M 0.18 Ï 0.12C

- Cortes tiroideos bovinos se preincubaron 30 minutos en
presencia de los diferentes tioderivados, analizándose
el %de formación de yodoleidos por cromatografía en
papel, tal como se describió en MATERIALESY METODOS.

—Cada valor es el promedio de 4 determinaciones Ï E.S.
b- ap < 0.01; p < 0.05; Cp < 0.001 comparados con los

grupos controles.

- %I Lips.: radiactividad presente en 1a zona Rf=0.95/
radiactividad total del cromatograma; B-E-A: butanol:
etanolzamonio; PTU:propiltiouracilo; MMI:metilmercap
toimidazol.
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se realizaron pulsos con 1251 durante diferentes tiempos,

determinándose el porcentaje de formación de yodolipidos

por cromatografía en papel, tal como se describió en MA

TERIALES Y METODOS.

En la Tabla 14 se puede apreciar que a los 15 mi

1251, la TSH causó un aumentonutos de incubación con

significativo, tanto en la formación de yodolipidos co

mo en la de yodoproteïnas presentes en el origen del crg
matograma. A los 45 minutos de incubación, la TSHesti

muló aún más el porcentaje de yodolipidos presentes en

la zona Rf=0.95, aumentando 1a marcación de yodoprotei

1251, la TSHnas. A los 90 minutos de tratamiento con

no modificó los valores de los yodolípidos, mientras que

el porcentaje de yodoproteinas continuó en aumento.

La Tabla.15 muestra la influencia de TSHa diferen

tes dosis sobre la biosintesis de yodolipidos y yodopro

teinas. Se puede observar que concentraciones crecientes

de hormonatirotrófica (5-40 mU/ml)causaron un progresi

vo aumento en ambos yodocompuestos en los cortes tiroi
125deos incubados con I, durante 30 minutos.

En presencia de 20 mU/ml de TSH se alcanzó una mese

ta en la formación de yodoproteinas, mientras que cuan

do la concentración de TSHfue de 40 mU/ml, la biosïnte

sis de yodolipidos continuó en aumento.



Tr

atamiento

TSH TSH TSH

encortesdetiroidesbovina

Distribuciónde

Tiempo(%deltotaldelcromatograma)incub.

(min)

MIT

OrigenDITTTILips.

43

Control20.41Ïo.310.42Ïo.oo0.37Ïo.o361.94Ï1.246.30Ï0.871.42Ïo.1o7.91Ïo-34

a

lOmU/ml40.81Ïo.550.46Ïo.060.32Ïo.o341.84Ïo.56a4.21Ïo.48a1.37Ïo.o48.64Ïo.14b

Control24.76Ïo.9o0.41Ïo.010.39Ïo.0258.44Ïo.863.67Ï0.391.64Ïo.169.91Ïo.14

a

lOmU/mlÏa0.44Ïo.010.28Ïo.o3b3o.75Ïo.98a4.80Ïo.3o2.23Ïo.1212.08Ïo27

15í 45í

0.50Ïo.080.39Ïo.0654.38Ï1.924.80Ïo.211.39Ïo.069.60Ïo.58

Control24.79Ïo.50

+

+

+

a

lOmU/ml59.54Ï0.0605000603600623601.00a3.34Ï0.03b2.10Ï0.109.94Ï0.83

+...

Cortestiroideossepreincubaron-TSHdurante30minutos.Acontinuac1ónserealizóunaincu bacióncon125Idurantelostiemposindicados.LoscortessehomogeneizaronenPTU1mM,detgr minándoselos%deformacióndelosdiferentesyodocompuestosporcromatografíaenB-E-A. Cadavaloreselpromediodecuadruplicadost E‘S, ap<0.001;bp<0.02comparadosconloscontroles. Encuatroexperimentosadicionalesseobtuvieronresultadossimilares.



Tratamiento

Control

TSH5mU/ml

10mU/ml 20mU/ml 40mU/ml

TABLA15

AccióndelaTSHsobrelabiosintesis-deyodolipidos

Distribuc' '

%yodoproteinas%variación%yodolipidos%variación

+

2.37

12.67+43466 19.65+72959 29.37+123960 26.84+1132+133

Cortestiroideosbovinossepreincubaron30minutosconTSH,agregándoseacontinua

125I,

geneizaronenPTU1mM,analizándoselosporcentajesdeformacióndeyodoproteinasciónunadosistrazadoradeluegodemediahoradepulso,loscortessehomo ydeyodolipidosporcromatografíaenpapel,empleandoBEAcomosistemadesolventes. CadavaloreselpromediodecuadruplicadosÏ E.S. ap<0.001respectoalosvaloresdelcontrol.
PTU:propiltiouracilo;BEA:butanol:etanol:amonio.



1.6.- Acción de la T3:
Diversos trabajos han puesto en evidencia la impor

tancia de la triyodotironina en la autorregulación ti

roidea (Shishiba y col., 1975; Gafni y col., 1975; Fried
man y col., 1978; Juvenal y col., 1981) han demostrado

5que la T en una concentración de 10- Minhibe la incor3

poración de uridina-3H a RNAen cortes de tiroides bovi

na. Juvenal y col. (enviado para su publicación) han en
contrado sitios de unión con una constante de afinidad

7 1de 1.2 10 M- en núcleos tiroideos bovinos.

Con el objeto de determinar si la T3 modula la big
sintesis de yodolïpidos, cortes tiroideos de vaca fue

ron preincubados durante 30 minutos en presencia de la

hormona, incubándose luego con 1251 por diferentes tieg

pos.

Comopuede verse en la Tablals , a los 30 minutos

de incubación con 125I la T3 10-5M produjo un aumento
significativo en la formación de yodolípidos, sin variar

los valores de yodoproteinas. A los 60 minutos de incu
125

bación con I, la T3 no modificó la biosíntesis de yo
dolïpidos ni de proteínas.

1.7.- Acción de la mepacrina:

El ácido araquidónico es uno de los ácidos grasos

libres más abundantes en la glándula tiroides. El mismo



T A B L A 16

Efecto de la T, sobre la formación de yodolipidos

Tratamiento g_ Tiempo incub. %yodoproteïnas %yodolïpidos

+ +Control 30 40.21 - 0.94 5.53-0.67

T3 10'5 3o 35.44 Í 3.30 10.16Ï1.02a

+ +)Cbntrol 60 59.89 - 1.80 7.49-o.39

T3 10'5 60 63.49 Í 2.57 8.60Ïo.69

- Se preincubaron cortes tiroideos bovinos con y sin T3, durante
30 minutos, realizándose luego un pulso con 125I en los tiem

pos indicados. El porcentaje de formación de yodolïpidos en

los homogenatos totales se determinó por cromatografía en BEA.

-¡Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

—ap < 0,005 comparado con el grupo control.



puede originarse por dos mecanismosdiferentes: el

primero a través de la acción de una lipasa que produ

ce ácido araquidónico a partir de triglicéridos y el

otro por acción de la fosfolipasa A que libera ácido2

araquidónico a partir de fosfatidilinositol (Hayey
col., 1974). Con el objeto de estudiar la formación de

derivados yodados del ácido araquidónico en los cortes

tiroideos, se analizó el efecto de la mepacrina, cono

cido inhibidor de la fosfolipasa A2.(Lands,l979)
Los cortes de tiroides bovina se preincubaron con me

pacrina 10-4M, determinandose el porcentaje de forma

ción de yodolipidos por cromatografía en papel. En la

Tabla 17 se puede apreciar que dicho compuesto pro

dujo una disminución significativa en la marcación de

los yodolipidos.

1.8.- Acción de la indometacina:

La indometacina inhibe la biosintesis de prosta

glandinas, bloqueando la actividad de la enzima cicloo

xigenasa (Vane: 1971)

La presencia de este compuesto, en una concentración
610- Mestimuló en forma significativa la marcación de

yodolipidos (Tabla 17 ).

2.- Distribución subcelular de losgyodolipidos:
Cortes tiroideos bovinos se incubaron con 1251 du

rante una hora, obteniéndose las distintas fracciones
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T A B L A 17

Inlfuencia de 1a mgpacrina e indometacina

sobre 1a marcación de yodolipidos

Tratamiento %de yodolipidos

+Control 7.78 - 0.66

Indometacina 10’6M 13.7o Ï 0.74a

‘ "4 + aMepacrina lO M 2.90 - 0.27

- Cortes tiroideos se preincubaron en presencia de in
dometacina o mepacrina, analizándose la biosintesis
de yodolipidos luego de realizar un pulso con 1251I

durante 30 minutos.

- Cada experimento se realizó por triplicado y los va
. +lores corresponden al promedio - E.S.

- Se realizaron tres experimentos, determinándose el
porcentaje de yodoleidos por cromatografía en papel,
empleando BEAcomo sistema de solventes.

- ap ( 0.001 respecto a los valores controles.
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subcelulares, tal como se describió en MATERIALESY ME

TODOS.Se extrajo la radiactividad de cada fracción con

etanol, determinándose el porcentaje de yodolipidos for
madosen los distintos eluatos por cromatografía en pa

pel, empleando BEAcomo sistema de solventes.

En la Tabla 13 se puede apreciar la distribución
de la radiactividad total en las diferentes fracciones

subcelulares. La mayor parte de la radiactividad (mayor

del 90%) se encontró en el sobrenadante de 100000 x g.

Alrededor de un 3%apareció en el precipitado de

20000 x g, rico en mitocondrias, y más del 1%en la

fracción microsomal. En la fracción nuclear purificada
se observó sólo un 0.04 %de la marca total.

Al analizar la proporción de yodolipidos en las

distintas fracciones subcelulares, se determinó que el
mayor porcentaje de dichos compuestos aparece en la

fracción rica en mitocondrias (59%), siguiendo en orden

decreciente la fracción microsomal (50%), la nuclear

(37%) y el sobrenadante de 100000 x g (1.3 %) (Tabla18

En dicha tabla, se puede apreciar la contribución rela

tiva de los yodolipidos en función de la radiactividad

total. La fracción rica en mitocondrias es la que más

contribuye (1.88), luego sigue la fracción sobrenadante

de 100000 x g (1.21), la microsomal (0.61) y por últi

mola fracción nuclear purificada (0.02).

V



Fracciónsubcelular

Núcleospurificados

Precipitadode20000xg Precipitadode100000xg Sobrenadantede100000xg

125I

%homogenat

3.20e0. 1022"Oo

92.49—0.

Distribució

O
00 29 01 47

total

TABLA18

nsubcelularde

BC

125125

IzyodolipidosIzyodolipidos

(BEA)

Contribuciónrelativa comounafuncióndela radiactividadtotal

%c:omatogramas

BEA

36.54-0.015 58.69-1.880 49.87-0.608

1.211

-Cortestiroideosbovinos

luegoelfraccionamientosubcelular,extrayéndose1aradiactividad fraccióncon

etanol.Cadaeluato

se

—Losvaloressonelpromedio -Serealizarondosexperimentosad -BEA:

butanol

:etanol:amonio

'ncubaroncon

12 Serealizó

5I durante60minutos.

decada

seanalizóporcromatografíaenBEA.

cuadruplicadosÏ E.S.

icionales,obteniéndoseresultadossimilares.

AxB

C:

100



2.1.- Acción de la pancreatina sobre la biosintesis de

Xodolipidos:

Con el objeto de determinar si los yodolípidos es

tán asociados a proteinas, se incubaron cortes tiroideos

con 1251 durante una hora. A continuación se procedió

a un fraccionamiento subcelular obteniéndose la fracción

nuclear purificada y el sobrenadante de 20000 x g.

La TablaJJ) muestra que en la fracción sobrenadan

te de 20000 x g, el 2-3 %de la radiactividad correspon

de a los yodolipidos, en los núcleos purificados alre

dedor de un 16%de dichos compuestos,aumentando a un

36%en los núcleos extraídos con etanol. La digestión

con pancreatina de dichas fracciones no produjo varia

ciones significativas en la cantidad de yodolípidos foi
mados, lo que indica que los mismos no están asociados

a proteinas. Se puede apreciar una muybuena reprodu

cibilidad en los dos sistemas cromatográficos emplea

dos, B-E-A y H-AAt-A.

2.2.- Estudios de aislamiento de los yodolipidos:
Para poder dilucidar cuál es el métodomás eficien

te de extracción de dichos compuestos, se incubaron cor

1251 durante una hora, procetes de tiroides bovina con

diéndose a obtener la fracción nuclear purificada. Dicha

fracción se dividió en cuatro partes, midiéndose la ra

diactividad de cada una de ellas. Dado que 30-35%de la
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Influencia de la digestión de pancreatina sobre

la formación de yodolipidos

%yodolipidos
Fracción subcelular Pancreatina B-E-A H-AAt-A

Sobrenadante 20000xg - 2.05Ïo.55 3.43Ïo.72

+ 3.83Ïo.38 4.62Ïo.02

Núcleos purificados 16.30Ï0.92
(no extraídos) ++ l3.40-l.95

Núcleos purificados + +
(extraídos con etanol) _ 36’80-5‘20 35'03_2’86

+ 38.57Ï1.3o 37.48Ï1.84

12Cortes tiroideos bovinos se incubaron con 5I durante
60 minutos, realizándose luego el fraccionamiento sub
celular,ta1 como se describió en MATERIALESY METODOS.
Las muestras con y sin digestión pancreatInica, se ana
lizaron por cromatografía en papel empleando B-E-Ay
H-AAt-Acomo sistemas de solventes.

Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos
adicionales.

B-E-A: butanolzetanolzamonio; HéAAt-A:hexanozalcohol ami
lico terciariozamonio.



radiactividad nuclear corresponde a los yodolipidos, que

migran en el cromatograma en la zona Rf=0.95, se pudo

discriminar la marca de estos yodocompuestosen las cua
tro fracciones nucleares a estudiar.

En la Tabla.20 se puede observar los resultados ob
tenidos luego de aplicar diferentes métodosde extracción

de los yodolípidos. La elución del papel de cromatogra

fía con alcohol etílico resultó el métodode mayorefi

ciencia (85-90%). El método de Flock,l955permitió re

cuperar alrededor de un 15%de 1a fase lipïdica nuclear.

Al utilizar el métodode Folch,l957para la extracción

de yodolípidos, se produjo un 10%de la recuperación de

la radiactividad. Al emplear una columna de Sephadex

G-SOy eluyendo con cloroformo-metanol-agua en diferen

tes proporciones, se obtuvo un 5 %de la fracción lipï

dica marcada en el solvente de elución, estando casi tg
da la radiactividad concentrada en el Sephadex. En base

a estos resultados se decidió emplear la técnica de e

lución del papel en la zona Rf=0.95 del cromatograma pg

ra extraer los yodolípidos.

2.3.- Separación de los yodolipidos presentes en las
distintas fracciones subcelulares:

Para determinar la distribución de los diferentes

yodolipidos formados en las fracciones subcelulares, se

procedió de la siguiente forma: se incubaron cortes ti
125roideos con I, obteniéndose luego las distintas frac

ciones subcelulares, cuyas radiactividades se extrajeron
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Métodosde extracción de yodolipidos presentes

en núcleos tiroideos obtenidos a partir de cortes
incubados con 1251

Método %lra extracción %2da extracción

Columna de Sephadex 5

Método de Folch 10

Método de Flock 15

Elución del papel 80 10

- Se incubaron cortes de tiroides bovina con 1251,

procediéndose a continuación a obtener núcleos

purificados. A las diferentes fracciones de di

chos nfic1eos se les extrajeron los yodolïpidos em

pleando las técnicas descriptas en la sección
MATERIALES Y METODOS.

Resultados similares se obtuvieron en tres experi
mentos adicionales.



con etanol. Alícuotas de estos extractos se sembraron

en papel Whatman1 y se corrieron en butanolzetanol:

amonio. La zona del papel correspondiente a un Rf=0.95

se extrajo con etanol, se evaporó a1 vacío realizándo

se un análisis cromatográfico de estos extractos con

centradoslutilizando placa delgada comosoporte y cloro

formozmetanolzagua como sistema de solventes. Se corrig

ron en forma paralela standards de lípidos extraídos

de hígado de rata para ayudar a la identificación de

los lípidos marcados, determinándose los porcentajes

de formación de los yodolípidos presentes en las si

guientes zonas lipídicas: lisoderivados, lecitinas,
cefalinas, ácidos grasos libres y lípidos neutros.

La Tabla 21 muestra que en 1a fracción nuclear pg

rificada, más del 40%de la radiactividad apareció en

1a zona de ácidos grasos libres, un 22%en 1a de lípi

dos neutros y alrededor de un 21%en la de cefalinas.

En la fracción rica en mitocondrias (precipitado de

20000 x g) el mayor porcentaje de radiactividad (mayor

del 60%)apareció en la región de ácidos grasos libres,

un 17%en la de lípidos neutros y un 6%en la de cefa

linas. En la fracción microsomal (precipitado de 100000

x g) se formó un 53%de yodolípidos en la zona de ácidos

grasos libres, un 24%en la de lípidos neutros y un 14%

en la de cefalinasT En la fracción sobrenadante de
100000 x g, un 69%corresponde a ácidos grasos libres,

un 15%a lípidos neutros y un 6%a cefalinas.



Fracción suBceIuIar

Núcleospurif.

Precipit.

20000xg
Precipit.

100000xg

Sobren.

100000xg

TABLA21

Distribucióndelaradiactividad(%delcromatograma)

Origen

2.76Ïo.64 1.10Ïo.43 2.95Ïo.05 3.27Ïo.54

Lisoderivados

Lecitinas

Cefalinas

5.33Ïo.os 1.35Ïo.2a 3.14Ïo.oo 3.03Ïo.68

4.10Ïo.46 1.90Ïo.22

20.82Ïo.81

6.13Ïo.05

5.42Ïo.31.13.59Ïo.38 4.42Ïo.13

5.77Ïo.64

Acidos grasos libres

40.46Ï2.78 63.72Ï1.74 52.61Ï1.48 69.00Ïo.38

Lipidosneutros 22.03Ï3.43 17.64Ïo.53 23.51Ï2.37 15.00Ïo.36

-Cortestiroideosseincubaroncon

125

Idurante60minutos,realizándoseluegoun

fraccionamientosubcelular.Cadafracciónseanalizóporcromatografíaenpapel utilizandoBEAcomosistemadesolventes.LazonadeyodolipidoscorrespondienteaunRf=0.95seeluyóconetanol,seconcentróycorrióencromatografíaenpla cadelgada,empleandoCMAcomosolventes.

-Cadavaloreselpromediodetriplicados

+

amonio;CMA:cloroformozmetanolzagua.

'-Eos.

Seobtuvieronresultadossimilaresentresexperimentosadicionales. Purif.:purificados;Precipit.:precipitado;sobren.:sobrenadante;BEA:butanolzetanolz



3.- Determinación de la estructura quimica de yodolipidos

sintetizados a partir de ácido araquidónico:

En los resultados mostrados en el punto anterior

se ha visto que la biosintesis de los yodolipidos en los

cortes tiroideos bovinos, está regulada por distintas

drogas que bloquean diversos pasos del metabolismo del

ácido araquidónico. Por otra parte, Boeynaemsy col.,

(l98g3, Turk y col.,(l983), han descripto la formación
de derivados yodados del ácido araquidónico, al incubar

ácido araquidónico en presencia de yoduro, peróxido de

hidrógeno y lactoperoxidasa. Dado que dichos compuestos

podrian formar parte de los yodolipidos más abundantes

encontrados durante la biosintesis (ácidos grasos li
bres y lípidos neutros yodados), se decidió sintetizar

una familia de compuestos yodados derivados del ácido

araquidónico, caracterizar sus estructuras químicas y
estudiar sus efectos biológicos sobre diferentes pará
metros tiroideos.

3.1.- Estructura del ácido araquidónico:

En la Tabla 22 se puede observar los resultados de

espectroscopia de resonancia magnética nuclear protónica

('H-RMN)del ácido araquidónico (AA). Los picos detecta

dos son los siguientes: 0.90 ppm (triplete, 3B, C20,

J=7 Hz); 1.60 ppm (multiplete, GH, C -C 1.72 ppm17 18'C19)’

(triplete, 2H, C J=7 Hz); 2.55 ppm (multiplete, 4H, C43

Cló); 2.39 ppm (triplete, 2H, C2, J=7Hz); 2.84 ppm (mul
tiplete, 6H, C -C7 1o’C13)7 5-40 PPm (triplete, 8H, ole



(singulete, lH, Cl).

En la Tabla 23 se observan los picos más relevan

tes obtenidos por RMN-13€:14.06 ppm (C20); 22.56 ppm

(C19); 24.50-25.65 ppm (C7-C - 26.45 ppm (C3);10'C13)'

27.22 ppm (C4-C ); 29.34 ppm (C17); 31.51 ppm (C18);16

33.35 ppm (c2); 127.73 ppm-128.57 ppm (cs-c6-c8-c9-cll—

C12); 128.90 ppm (C14); 130.35 ppm (C15).

La Figura 18 nos muestra la estructura_quïmica del

AA, que concuerda con los datos obtenidos por espectros

copía RNM-lH y 13€.

3.2.- Estructura del ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrie
noico 8, 11, 14 J lactona:

Se sintetizó el ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrie

noico 8-11-145 lactona (IL-S) tal como se describió en

MATERIALESY METODOS,analizándose su estructura quimi

ca por resonancia magnética nuclear lH y 13C.

La Tabla 22 muestra los resultados de espectrosco

pia de resonancia magnética nuclear protónica (lH-RMN)

del ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrienoico 8-11-14}

lactona (IL-Á). Este estudio reveló los siguientes pi

cos: 0.95 ppm (triplete, 3H, C20, J=7 Hz); 1.33 ppm
-C(multiplete, GH,C 2.0 ppm (multiplete,17 18'C19)’

6H, C3-C4-C16); 2.54 ppm (multiplete, 2H, C2); 2.86



ppm (multiplete, 6H, C7-C10,Cl3); 4.10 ppm (multiplete,

4H, C5-C6); 5.40 ppm (multiplete, 6H, olefinicos, C8
C C9‘C11‘C12’C14‘ 15)"

En la Tabla 23 se pueden observar los resultados del

espectro de resonancia magnética nuclear Carbono-13

(13C-RMN).Los picos más relevantes son los siguientes:

14.03 ppm (C20); 18.26 ppm (C6); 22.55 ppm (C19); 25.72

ppm (Clo-Cl3); 27.19 ppm (C16); 27.93 ppm (C3); 29.25

ppm (C17); 29.51 ppm (C4); 31.45 ppm (C18); 34.13 ppm

(C2); 36.80 ppm (C7); 80.79 ppm (C5); 126.90 ppm (C8);

128.90 ppm (C14); 130.40 ppm (C15); 127.00 ppm 4 131.29

PP“ (C9'C11’C12)‘

La figura 19 nos muestra la estructura quimica

de IL-S que concuerda con los datos obtenidos por es

pectroscopia RMN-1H-13C.

3.3.- Estructura de la mezcla isomérica de ácidos 15 yodo

14 hidroxi y 14 yodo-15 hidroxi eicosatrienoico 5

8-11 (I-OH-A):

Al realizar la sintesis de la IL-S se obtuvieron u

na serie de productos secundarios que aparecían en la zo

na de ácidos grasos libres en el estudio cromatográfico

realizado en placa delgada, utilizando cloroformo-metg
nol (95:5) como sistema de solventes.



A1 analizar dichos compuestos se determinó que se

trataba de una mezcla de ácido araquidónico y de un com

puesto (s) más polarLs)que corresponderian a una o va

rias yodohidrinas del ácido araquidónico. A dicha mezcla
se la denominó AI.

Al aplicar métodosde purificación y análisis espec

troscópicos se determinó que las yodohidrinas correspon

den a la mezcla isomérica de ácidos 14 hidroxi-15 yodo

y 14 yodo-15 hidroxi eicosatrienoico 5-8-11 (I-OH-A).

Los resultados de espectroscopia de resonancia mag

nética nuclear protónica (1H-RMN)son mostrados en la

Tabla 22

Se han podido detectar los siguientes picos: 0.90

ppm (triplete, 3H, J=7 Hz); 1.24 ppm (multiplete,Czo'

GH, C17-C18-C19); 2.20 ppm (multiplete, 4H, C3-C4);

2.38 ppm (multiplete, 2H, C2); 2.82 ppm (multiplete,
4H, C ); 3.44 ppm (multiplete, 2H, - 3.66 ppm7'C10 C13)'

(multiplete, lH de la unión C-g-OH, C14 ó C15);

ppm (multiplete, lH de la unión C-E-I, C ó C15);

4.15

14

5.42 ppm (multiplete, 6H, olefiricos, C5-C6-C8-C9
C'll_c12).

En la Tabla 23 se observan los picos más importan

tes obtenidos por RMN-130que corresponden a los siguien

tes valores: 14.09 ppm (C20); 20.66 ppm (C ó C15 que14

corresponde a la unión g-H-I); 25.71 ppm (C7 - C10);



26.40 ppm (C17); 26.51 ppm (C3); 27.22 ppm (C4);

31.52 ppm (C18); 37.35 ppm (C13-C16); 70.57 ppm(C14

ó C15 que corresponde a la unión g-H-OH).

De acuerdo con los datos obtenidos se estimó que

dicha mezcla corresponde a los compuestos l4-hidroxi-15

14 yodo-15 hidroxi eicosatrienoico 5-8-11 (yodohidri

nas del ácido araquidónico I-OH-A), cuya estructura

quimica está representada en la Figura 20

3.4.- Estructura de la mezcla de ácidos 14 hidroxi

15 yodo y 14 yodo-15 hidroxi eicosatrienoico
5-8-11 Wlactonas:

La Tabla 22 nos muestra los resultados RMN-1K.

Se pueden apreciar los siguientes picos: 0.89 ppm

(triplete, 3H, C20); 1.24 ppm (multiplete, 6H, C17
-C 1.65 ppm (multiplete, 2H, C ); 2.0 ppmC18 19); 16

(multiplete, 4H, C3, C4); 2.82 ppm (multiplete, 4H,

C ); 4.10 - 4.20 ppm (multiplete, 2H, C14 y C157-C10

que corresponden a la unión C-g-OHy C-fl-I); 5.38

ppm ( multiplete, 6H, C5—C6-C8-C9-Cll-C12).

En la Tabla 23 se pueden apreciar los valores de

los picos obtenidos por RMN-13€que corresponden a:

171.5 ppm (Cl); 124 - 133 ppm (Cs-CG-C8—C9-Cll-C12);

80.8 ppm 4 82.4 ppm (C14 ó C15 de la unión C-O-C"O

Wlactona); 38.2 ppm (C13 que corresponde a l4-OH-15 I

Wlactona); 44.7 ppm (C13 que corresponde a 14 I-15 OH



No

Muhme

10
ll
12

13

14

15

16

17

18

19

20

Análisis espectral RMN-H del AA, IL-a , I-OH-A e IL-W

de C AA

(despzppm)

10.2
2.39(t)(7Hz)
l.72(t)(7Hz)
2.15(m)
5.40(t)
(4-5Hz)
5.40(t)
(4-5Hz)
2.84(m)
5.40(t)
(4-5Hz)
5.40(t)
(4-5Hz)
2.84(m)
5.40(t)
(4-5Hz)
5.40(t)
(4-5Hz)
2.84(m)
5.40(t)
(4-5Hz)
5.40(t)
(4-5Hz)
2.15(m)
1.600n)
1.60(m)
l.600n)
0.900n)

T A B L A 22

l a

IL- 3 I-OH-A

(desp:ppm) (despzppm)

5.6
2.54(m) 2.38(m)
2.0 (m) 2.20(m)
2.0 (m) 2.20(m)

4.lO(m) 5.42(m)

4.10(m) 5.42(m)
2.86(m) 2.82(m)

5.40(m) 5.42(m)

5.40(m) 5.42(m)
2.86(m) 2.82(m)

5.40(m) 5.4 (m)

5.40(m) 5.42(m
2.86(m) 3.44(m)

5.40(m) g5.40(m) 4.15(m)C-gfI
2.0 on) no det.
1.33(m) l.24(m)
l.33(m) l.24(m)
1.330n) l.240n)
0.95(tXZHz) 0.90(t)(7Hz)

IL-W

(despzppm)

2.0 (m)
2.0 (m)

5.38(m)

5.38(m)
2.820n)

5.38(m)

5.38(m)
2.82(m)

5.38(m)

5.38(m)
no det.

3.66(m)C-E70H 4.10-4.20(m)

4.10-4.20(m)
l.65(m)
l.24(m)
l.24(m)
l.24(m)
0.890n)

- ILS , I-OH-A e IL-W se sintetizaron tal como se describió en MA
TERIALESY METODOS,analizándose sus estru turas químicas por rg
sonancia magnética nuclear protónica (RMN-H); el AAse analizó
en forma similar.
IL-S :ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrienoico 8-11-148 lactona;I-0H-A:
mezcla isomérica de ácidos 14-yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi—15 yodo
eicosatrienoico 5-8-11;IL—w:mezclade ácidos 14 yodo-15 hidroxi y
14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico w lactona; AAzácidoaraquidónico.
desp.:desplazamiento quimico; ppm: partes por millón; s: señal;
m: multiplete; t(triplete)¡ J(corriente de acoplamiento);szhertz;



Análisis espectral RMN-l3c del AA, IL-8 , I-OH-A e IL-W

N° de C AA
(despzppm)

l 179.51
2 33.35
3 26.45
4 27.22
5 127.73-128.57
6 127.73-128.57
7 24.50-25.65
8 127.73-128.57
9 127.73-128.57

10 24.50-25.65
ll 127.73-128.57
12 127.73-128.57
13 24.50-25.65

14 128.90

15 130.35

16 27.22
17 29.34
18 31.51
19 22.56

20 14.06

IL-S
(despzppm)

34.13
27.93
29.51
80.79
18.26
36.80

126.90
127.00

25.82
127.22
131.29

25.82

128.90

130.40

27.19
29.25
31.45
22.55

14.03

I-OH-A IL-w
(despzppm) (desp:ppm)

179.60-179.23 171.5
33.58 33.58
26.51 25.71
27.22 27.22

124-133 124-133
124-133 124-133

25.71 25.71
124-133 124-133
124-133 124-133

25.71 25.71
124-133 124-133
124-133 124-133

37.34 38.2(140HLBI)

C

18.25-20.93
(g-H-I)

70.57-72.9
(g-H-on)

37.35
26.40
31.52
22.60

14.09

C

44.7(14I-150H)
18.99-19.l

(g-I)
18.99-19.l

(g-I)
29.28
29.63
31.52

22.55(14 OH-15 I)
22.64(l4 I-15 OH)
l3.69(l4 0H-15 I)
14.06(l4 I-15 OH)

IL-S , I-OH-Ae IL-Wse sintetizaron tal como se ha descripto en
MATERIALESY METODOS,analizándose sus estructuras químicas por
resonancia magnética nuclear Carbono-13 (RMN-lC); el AAse ana
lizó en forma análoga.
IL-8 : ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrienoico 8-11-14 8 lactona;
I-OH-A: mezcla isomérica de ácidos 14 yodo-15 hidroxi y 14 hidro
xi-lS yodo eicosatrienoico 5-8-11; IL-W:mezcla de ácidos l4-yodo
15 hidroxi y 14 hidroxi-lS yodo eicosatrienoico w lactona;
AA: ácido araquidónico.
desp.:desp1azamiento químico; ppm: partes por millón; l
del Carbono-13 tanto en C14 como C15.

señal
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¿FIGURA 18 )

ACIDO 5, 8, 11, 14 EICO'SATETRANOZEQOQKCIDOARAQUIDONICO)

3 1
11 12 1Ls15 17 819
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¡FIGURA 19

ácido 5 hidroxi-Gyodo - eicosatrienoico 8.11.14 ó lactonafl L-ó)
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FIGURA 20

11 12 11, 15‘ 17 19

l OH

OH I

ácido 14 yodo-15 hidroxi (0'14hidroxi-1S yodo) eicosatrienoico
8 11 14 (I'OH-A)



-187

FIGURA 21

ácido 11.yodo-15 hidroxi eicosatrienoico acido “hidroxi-ISde eicosatrienoico
5.8.11 uLactona (IL-u) 5.8.11 uLactonaUL-u)



F188.

Wlactona); 19.1 ppm - 18.99 ppm (C ó C15 de 1a unión14

g-I); 14.06 ppm (C20 que corresponde a l4-OH-1SI Wlac

tona); 13.69 ppm (C20 que corresponde a 14-I-15 OHWlag

tona); 22.55 ppm (C19 del l4-OH-lSI Wlactona); 22.64ppm
(C del 14 I-15 OHWlactona).19

De acuerdo a los resultados obtenidos, se ha podido

determinar 1a estructura de estos compuestos que corres

ponden a1 ácido l4-hidroxi-15 yodo y su isómero el áci

do 14 yodo-15 hidroxi eicosatrienoico 5-8-11 Wlactona.

(figura 21)

4.- Acciones biológicas de yodoleidos sintetizados a
partir del ácido araguidónico:

4.1.- Efectos biológicos de 1a mezcla de ácido araquidónico
y yodohidrinas de dicho ácido:

Se estudió la acción de 1a mezcla de ácido araquidó

nico y yodohidrinas de dicho ácido (AI) sobre diferentes

parámetros tiroideos.

A.- Estudios in vitro

A.1.- Captación del yodo por cortes tiroideos bovinos:

Los cortes tiroideos se preincubaron en presencia de

metilmercaptoimidazol con AI en diferentes concentraciones

durante 60 minutos, realizándose luego un pulso de 125I,

durante una hora. Se determinó 1a captación del 125I, de

acuerdo a la fórmula cpm/g tejido (T/M), tal como se
cpm/m1 incubac.

describió anteriormente.



La Figura 22 muestra que el AI 10-4M inhibió en

un 47%dicho parámetro tiroideo. El pretratamiento de

los cortes con ácido araquidónico (AA)en una concen

tración 10-4Mprodujo también una disminución signifi

cativa del T/M (38%). (Figura 22 ).

En 1a Figura 23 se muestra la relación dosis/res
puesta para la acción del AI sobre la captación de yo

do. Puede observarse que el AI inhibió este parámetro

a todas las concentraciones estudiadas (10-4 - 10-8 M)

en forma dependiente de la dosis. Dado que trabajos an

teriores (Sherwin y Tong, 1974; Berkowitz y col., 1981)

han demostrado que el yoduro, a través de un compuesto

organificado e intracelular, inhibe la captación del

yodo, se decidió comparar la acción del AI con la ejer

cida por el yoduro de potasio. Para ello se preincuba
ron los cortes tiroideos con distintas dosis de IK, de

terminándose el T/Mdel 1251 bajo las mismas condicio

nes que las empleadas para el AI. El IK inhibió la cap
125 6tación del I en el rango 5 10- - 10-4M, no produ

6ciendo variaciones a 10- y 10-7M. (Figura 23 ).

A.2.- Organificación del yodo en cortes de tiroides bovina:

Con el objeto de investigar la acción del AI sobre

la organificación del yodo,los cortes de tiroides se prein
cubaron con AI en diferentes concentraciones o con ácido
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FIGURA 22

INFLUENCIA DEL AI Y EL AA SOBRE LA CAPTACION DE

YODO POR LOS CORTES TIROIDEOS BOVINOS.

0T

Capiocionde1BHT/M)

Captacionde1251(T/M>

5J

¡1|
1

c Amo ) c

—Cortes de tiroides bovina se preincubaron con-AI ó AAen
concentraciones 10F4M.A continuación se realizó un pulso
con lzsI durante una hora más, determinándose la relación
T/M, tal comose describió anteriormente.

+r Cada valor es el promedio de cuadruplicados v EQS.

- ap < 0.0005 respecto a los valores del grupo control.
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F I s U R A 23

INFLUENCIA DEL AI Y EL IK SOBRE LA CAPTACION DE YODO POR

Los CORTES naogpngs pgvmgs: BELACIQNDQSISFRESPUESTA

8

?

S

Captaciondel¡251(°/nrespectoalcontrol)

- Cortes tiroideos bovinos se preincubaron por cuadruplicado
con AI ó IK en las concentraciones indicadas. Luego de un
pulso de una hora con 1251 se determinó la relación T/M,ta1
como se describió en MATERIALESY METODOS.

- Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.

- ap < 0.01; bp < 0.002; cp < 0.005; dp < 0.0005 respecto a

los valores del grupo control.
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araquidónico 10-4M, incubándose luego con 125I en las

mismascondiciones que las descriptas para captación.

Los cortes se homogeneizaron en PTU, precipitaron en

TCA20%determinándose el porcentaje de organifica

ción, de acuerdo a la relación cpmprecipitado/cpm ho

mogenatototal.

El AI 10'4 inhibió dicho parámetro tiroideo en un

39%, en cambio el ácido araquidonico no produjo modifi

caciones del mismo. (Figura 24 )

Para comparar la acción del AI con la ejercida por

el IK, se preincubaron cortes tiroideos con distintas
-8

dosis de AI y de IK (10'4 - lO M).

La Figura 25 muestra la similitud en la respuesta

a la organificación del yodo que producen tanto el AI

como el IK. Se puede obserVar que el AI inhibió la or

ganificación del yodo en las diferentes concentraciones
utilizadas, un 81% con 10-4M; un 55% con 10-5M; un 31%

7 y 10-.8 no produjeron cambios significa
1251.

con 10-6M; 10

tivos en los valores de organificación del

En forma similar, el IK inhibió un 83%con 10-4M;

un 81% con 10-5M; un 27% con 10-6M; un 16% con 10-7M.

El IK en una concentración 10-8Mno modificó dicho pa
rámetro tiroideo.
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F I G U R A 24

INFLUENCIA DEL AI Y EL AA SOBRE LA ORGANIFICACION

DEL YODO EN CORTES DE TIROIDES BOVINA.

8 \

Orgamí¡canon('/.rudloacïTCAppble)
8

Organlf¡cncnon(V.rodioudppbleP°’Tu)

/, ‘ .

C ANO M) 15H YSH'A!
(20 mUM)

r cortes tiroideos bovinos se preincubaron en presencia de las
sustancias indicadas. Luego de una hora de pulso con 1251,
los cortes se homogeneizaron con PEU1 mM,determinándose el
porcentaje de yodo organificado, tal comose describió antev
riormente.

- Cada valor es el promedio a; cuadruplicados Ï E.S.
- ap < 0q01 ; bp < 0.001 respecto a los valores del grupo con

trol; chQOOl respecto a los valores del grupo de TSH.
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F I G U R A 25

INFLUENCIA DEL AI Y EL IK SOBRE LA ORGANIFICACION DEL

YODO EN CORTES DE TIRDIDES BOVINA: RELACION DOSIS

RESPUESTA.

o—OA[

¿vidad)
5-“ IK

y
U'\

"/aderadicacl'

ppble,por

25

I( ó1

Organificaciondel

- Cortes de tiroides bovina se preincubaron por cuadruplicado
con AI 6 IK en las concentraciones indicadas; luego de una
hora de pulso con 125I se determinó la organificación del
yodo, de acuerdo al porcentaje de radiactividad precipitav
ble por TCA»

- Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.

- ap ( 0.0025; bp < 0.0005 respecto a los valores del grupo
control.
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En la Figura 24 se puede observar los efectos del
AI 10'5 Msobre la organificación del yodo. La presencia

del AI en los cortes tiroideos disminuyó en un 19%los

valores basales, mientras que la acción estimulatoria

de la TSHen una concentración de 20 mU/ml se redujo en

un 59%.

A.3.- organificación del yodo en homogenatostiroideos
bovinos:

Dado que el AI inhibió tanto la captación comola

organificación del 1251por cortes tiroideos, se inves

tigó luego su acción sobre la organificación del yodo

en homogenatosde tiroides.

El AI 10-4M produjo una marcada disminución en la

organificación del yodo (45%), luego de una hora de in
125cubación con I. En cambio el ácido araquidónico no

modificó dicho parámetro tiroideo (Figura 25 )

A.4.- Incorporación de 3H-uridina a RNAen cortes tiroi
deos bovinos:

El IK inhibe la incorporación basal y la estimulada
32P así como de 3Hpor TSHy nucleótidos ciclicos de

uridina al RNAtiroideo (Pisarev y col., 1976; Kleiman

de Pisarev y col., 1978). Dichos autores han demostrado

que para ejercer su acción, el yoduro debe organificarse.

Para determinar una posible acción del AI sobre dicho
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ACCION DEL AI y EL AA_ SOBRE LA ORGANIZFICACION DEL

YQDQ EN HOMOGENAmS TIROIDEOé BOYINQQ.

A
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wCortes tiroideos bovinos se homogeneizaron en buffer P0493.
Los homogenatos obtenidos se preincubaron en presencia de
las sustancias indicadas. Luego de una hora de pulso con
125: se determinó la organificación del yodo, tal comose
describió en MATERIALESY METODOS»

F ap 4 0.0005 comparado con el grupo control.



parámetro tiroideo, se preincubaron cortes de tiroides

bovina con AI 10-4M, ácido araquidónico 10-4M en pre

3M. Se determinó la incorsencia y ausencia de MMI10

poración de 3H-uridina a RNA,tal como se describió en

MATERIALES Y METODOS.

La Tabla 24 muestra los resultados obtenidos. La

incubación del tejido en presencia de AI 10-4Mprodu

jo unsignifiCativo descensfl73%) en la entrada dEl Pre‘

cursor a1 corte. La medida de la actividad especifica
del RNAsintetizado, reveló que la misma ha decrecido

un 89%por acción del AI. Cuando dicha actividad se

corrigió en función de la entrada del precursor, esto
es cuandose calculó la actividad especifica relativa,
se mantuvo aún una significativa inhibición (49%)pro

vocada por AI.

La presencia de MMI10-3M en el medio de incuba

ción no alteró el comportamiento de los cortes, ya sea

en ausencia comoen presencia del yodolipido. A dife

rencia de este último, el ácido araquidónico "per se"

no produjo ningún efecto sobre los distintos pasos de

incorporación de 3H-uridina al RNA.

B.- Estudios in vivo:

La administración de yoduro, inhibe la acción bo

ciógena de la TSHen ratas hipofisectomizadas (Katakai

y col., 1966). Pisarev e Itoiz (1972) observaron que



TABLA24

EfectosdeAiyAAsobrelaincorporaciónde3H-uridinaaRNA

encortestiroideosbovinos

Expte.TratamientoCaptación(A)%VariaciónA.E.(B)%VariaciónA.E.R.%Variación

dpm/mgtejidodpm/mgRNA

+++

aControl27563-3920-4263474-298561—161-22

MMI10’3M26031Ï
A110’4M6127

3253—54261609Ï415217o168Í21+4

a+a+b

369-78475755—47230—8982-6-49

1126C-79460501Í68256C-8988Ï8d-48

+1 +l

AI+MMI5405

+l

bControl201787-299939Ï 16962-114i4

AA10‘4M1866Ï 192-7227389Ï 22856-1132Ï9+16

198

43

-CortestiroideosbovinossepreincubaroncontAíoAA10-MenpresenciaoausenciadeMMI10-M.

3

AcontinuaciónserealizóunpulsodeunahoraconH-uridina,determinándoselaincorporacióndela mismaalRNA,talcomosedescribióanteriormente.

-CadavaloreselpromediodecuadruplicadosÏ E.S.

d

-ap<0.001ybp<0.01comparadosconelgrupocontrol;cp<0.001,p<0.01comparadosconMMI. —AE:actividadespecifica;AER:actividadespecíficarelativa=—;?—_¡MMI:metilmercaptoimidazol;

AI:mezcladeácidoaraquidónicoyyodohidrinasdedichoácido;AA:ácidoaraquidónico.
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el tratamiento con IK bloquea los efectos estimulato

rios de la TSH, AMPcíclico y GMPciclico sobre el cre

cimiento tiroideo en ratones. Dadoque el yoduro ejer
ce su acción inhibitoria a través de un compuesto in

tracelular y organificado (Pisarev y Kleimande Pisa
rev. 19 81 ) se decidió estudiar la acción del AI en

ratones sometidos a un tratamiento bociogénico con

MMI,comparando dicha acción con la ejercida por el

IK y la T3.

En la Tabla 25 se puede observar la relación

peso tiroideo/peso corporal en ratones sometidos a dis
tintos tratamientos.

Una dosis diaria de Soggg de MMIdurante 5 dias,
produjo un aumentode la relación peso tiroideo/peso

corporal del 75%. El IK, en una dosis diaria de 209ug,

la T3 (ïfl 9) y el AI (ng) no modificaron mayormente
dicha relación.

En cuanto a la acción antibociógena del IK y los

yodocompuestos,se obtuvieron los siguientes resulta

dos: el IK inhibió la acción bociógena del MMIen un

52%, la T3 la redujo totalmente, en tanto el AI inhi
bió la bociogénesis en un 90%.

La Tabla 26 muestra la relación dosis-respuesta

entre el AI y la inhibición del bocio en ratones inyec

tados durante lO dias con MMI(Boo‘jrg/día). Se decidió
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T A B L A 25

Acción del AI sobre la producción de bocio en ratones

mg P tiroideo
Tratamiento x 100(A) %Variación

9 P corporal vs.control vs.MMI

Control 8.49 Í 0.99

MMI500/u9/0.2 ml 14.89 Í 1.41a + 75

IK ZOQ/Lg/O.2 ml 10.24 Í 1.36 + 20

T3 l/ag/0.2 m1 7.18 Ï 1.32 —18

AI 2¡ag/O.Z ml 9.80 Ï 0.69 + 8
IK + MMI 11.63 Í 1.06b - 36 - 52

T3 + MMI 7.63 Ï 0.51c - 10 -1oo
AI + MMI 9.13 Ï 0.59b + 7 - 9o

Grupos de 6 ratones de 20-25 g se inyectaron con las sustan
cias indicadas durante S dias. A continuación dichos animales
se sacrificaron, disecándose las tiroides de los mismos.

Se determinó 1a relación: mg Peso tiroideo x 100
g Peso corporal

ap < 0.005 respecto a los valores control; bp < 0.02;cp < 0.05
respecto a los valores de MMI.

Cada valor es el promedio de sextuplicado Ï E.S.

Los porcentajes de variación se determinaron de la siguiente
manera:

A compuesto x 100; vS.MMI=A(comp,+MMI).-A(control)x
A MMI —A control 10

Vs.control
A control

MMI:metilmercaptoimidazol; AI:mezcla de ácido araquidónico y
yodohidrinas de dicho ácido.

A _ mg Peso tiroideo x 100
g peso corporal



T A B L A 26

Efecto dosis-respuesta del AI sobre la bociogénesis
en ratones

Tratamiento mg Peso tiroideo x 100(A) 222222292
g Peso corporal vs.Control vs.MMI

Control 7.62 i 0.82

MMI800/¿9/0.2 ml 14.03 Ï 1.05al + 84

MMI+AI1/49/02 ml 7.64 Ï 0.44b o - 100

MMI+AI3,ag/o.2 ml 7.13 Ï 0.53 - 6 - 100

MMI+AIlC)/.g/0.2 ml 8.26 Ï 0.460 + 8 - 91

Grupos de 6 ratones se inyectaron con las sustancias indicadas,
durante lO días. Luegose sacrificaron, disecándose las tiroi
des de dichos animales. Se determinó la relación: Peso tiroideo/
Peso corporal.

ap < 0.005 respecto a los valores control; bp 4 0.001; cp < 0.005
respecto a los valores de MMI.

Cada valor es el promedio de sextuplicados Ï E.S.

Los porcentajes de variación se determinaron de la siguiente manera:

vs.Control..A compueSto A(compuesto+MMI)-AControl"x 100 ; vs.MMI= 10
A c0ntr01 A MMI- A control

MMI:metilmercaptoimidazol; AI: mezcla de ácido araquidónico y yo
dohidrinas de dicho ácido; A = mg Peso tiroideo x 100

g Peso corporal
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aumentar los dias de tratamiento y la dosis de MMI

para analizar los efectos del AI en condiciones de ma
yor estimulación en la producción del bocio.

El MMIestimuló la bociogénesis en un 84%. El

AI en las diferentes dosis utilizadas (l - 3 y 1919/
día) inhibió totalmente el aumentodel peso tiroideo,

mostrando asi su potente acción antibociógena, aún con

dosis tan bajas comolfl,g/dïa.

4.2.- Acciónbiológica de yodolípidos sintéticos puros:

Como ya hemos mencionado, el AI es una mezcla de

ácido araquidónico y yodohidrinas de dicho ácido. Al

aislarse estas yodohidrinas se determinó por espec

troscopïa de resonancia magnética nuclear-lH y 13C

que las mismasresponden a las estructuras corres

pondientes a la mezcla isomérica de ácidos 14 yodo

15 hidroxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico

5-8-11 (I-OH-A). El I-OH-Aestá en equilibrio con su

lactona correspondiente, la mezcla isomérica de 14

yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico

w lactona (IL-wl), predominando una u otra forma, de
acuerdo al pH del medio de incubación. El IL-W en1

medio alcalino, se convierte en su forma abierta (IL

W2) de estructura quimica similar a I-OH-A. Por yoda
ción del ácido araquidónico en la posición 6, se

forma el ácido 5 hidroxi-6 yodo eicosatrienoico 8-11

14 3 lactona (IL- 8 ).
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Se estudió la acción biológica de dichos compues

tos yodados derivados del ácido araquidónico sobre di

ferentes parámetros tiroideos, tanto in vitro comoin
vivo.

A.- Estudios in vitro.

A.l.- Captación del yodo por cortes tiroideos bovinos:

Los cortes se preincubaron con los distintos yodo

lïpidos puros durante 60 minutos, en presencia de metil

mercaptoimidazol. Luego de un pulso de 1251 de una hora,

se determinó la relación T/M, tal comose describió en

MATERIALES Y METODOS.

En la Figura 17 se puede observar que la mezcla i

somérica de ácidos 14 OH-15 I y 14 I - 15 OHeicosa

trienoico 5-8-11 (I-OH-A) (10-4M) disminuyó en un 70%

la captación de yodo por los cortes tiroideos.

La forma cíclica 14 0H-15 I y 14 I-15 OHeicosatrig

noico 5-8-11 Wlactona (IL-WI) en una concentración 10-4M
inhibió un 34%el T/M del yodo. (Figura 27 ).

Con el objeto de determinar si la forma abierta de

la yodolactona IL-W es biológicamente más activa que la1

estructura cíclica, se realizó la conversión de la IL-W1

en su forma abierta IL-W2 (estructura similar a la I-OH-A).
Para ello, IL-W 10-4M se mantuvo a pH=8.3 durante 30 mil
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FIGURA 27

ACCION DE I-OH-A, IL-Wl, IL-Wq e IL-J SOBRELA

CAPTACION DE YODO POR CORTES TIROIDEOS BOVINOS.
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—Cortes de tiroides bovina se. preincubaron en presencia de
las sustancias indicadas. Luego de una hora de pulso con
125Ise determinó la relación T/M, tal comose describió
en MATERIALES Y METODOS.

- Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

—ap < 0.0005; bp < 0.001 comparados con los valores del grupo

control.
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nutos (se produce la apertura del ciclo lactónico)
y luego de llevar el pHa 7.4, se realizaron las in

cubaciones correspondientes. La IL-W produjo una mar
1251.

2

cada disminución (46%) en la captación de

La presencia del ácido 5 OH- 6 I eicosatrienoico

8-11-14 8 lactona (IL-ó)en una concentración 10-4Mno

produjo cambios en los valores de T/M. (Figura 27 ).

Dado que el I-OH-A y su forma cíclica la IL-W1
disminuyeron en forma muymarcada la captación del yodo,

se realizaron estudios dosis-respuesta de dichos yodo
125lípidos sobre la entrada de I a la célula tiroidea.

La Figura 28 muestra el I-OH-Ainhibiendo este paráme

tro, a todas las concentraciones estudiadas, un 64%a

10-4M; un 47% a 10-5M y un 24% a 10-6M. La IL-w1 pro
4 5dujo inhibiciones sólo a 10- M (34%); a 10

-6
M (18%) y

a 10 M (5%). (Figura 28 ).

A.2.- Organificación del yodo en cortes de tiroides bovi

Ba¿

Cortes tiroideos bovinos se preincubaron en presen

cia o ausencia de los diferentes yodolïpidos sintéticos,
incubándose luego con 125I durante diferentes tiempos. Se

determinó el porcentaje de organificación, tal comose

describió en MATERIALESY METODOS.La Figura 29 nos mueg

tra que el I-OH-A, en una concentración 10-4M, produjo
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FIGURA 28

ACCION DE I-OH-A yIL-W SOBRE LA CAPTACION DE YODO POR

CORTES TIROIDEOS BOVINOS: RELACION DOSIS/RESPUESTA.

b l
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Cortes tiroideos bovinos se preincubaron por cuadruplicado
con I-OH-Aó IL-Wen las concentraciones indicadas. Luego
de una hora de pulso con 1251 se determinó la relación T/M.

- Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.
I l

- ap (0.0005; bp < 0.002; cp < 0.02; a p < 0.0005; b p < 0.002;

comparadoscon los valores del grupo control.
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F I G U R A 29

INFLUENCIA DE I-OH-A, IL-W1, IL-Wo Y IL-8 SOBRE LA

ORGANIFICACION DEL YODO EN CORTES DE TIROIDES BOVINA.

°/aderadlooctlwdodpreupitablepOrTCA
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Á
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wCortes de tiroides bovina se preincubaron en presencia de
las sustancias indicadas. Luego de una hora de pulso con 1251,
se determinó la organificación del yodo, de acuerdo al por
centaje de radiactividad precipitable por TCA.

- Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

- ap < 0.0005; bp < 0.031; Cp < 0.005 respecto a los valores

del grupo control.
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una significativa disminución en los valores de organi

ficación del yodo (65%).

La adición de IL-W1 en una concentración 10-4M redu
jo la organificación en un 62%. La forma abierta de la

Wyodolactona IL-W2 (10-4M) produjo una inhibición del
32%sobre dicho parámetro tiroideo.

Al preincubar los cortes tiroideos en presencia de

la IL-S 10-4M se produjo una reducción del 45%en los
125valores de organificación del I (Figura 29 )

Dada la marcada acción inhibitoria del I-OH-Ay

IL-W en concentraciones 10-4M, se investigó la relación1

dosis-respuesta de dichos yodoiipidos sobre la organifi
125 . . . .I, realizándose preincubaCiones con dOSis

M de dichos yodocompuestos. El I-OH-A 10-4M
5

cación del
4 610’ M a 10'

inhibió en un 64%, 10- M inhibió un 19%, en tanto que en

los cortes tiroideos preincubados con I-OH-A10-6Mse pro

dujo una reducción del 12% (Figura 30 ). En forma análg
5 6

ga la IL-W 10'4M inhibió un 35%, 10’ M un 20% y 10’ M1

un 10%. (Figura 31 ).

La Figura 32 nos muestra la acción inhibitoria del

I-OH-Ae IL-W en la organificación del yodo a diferen2

tes tiempos de incubación con 1251. Comopuede observar

se, a los 30 minutos de incubación, la I-OH-A 10-4Mdis

minuyó en un 47%, en tanto que 1a IL-w2 produjo una
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F I G U R A 30

ACCION DE l-OH—A SOBRE LA ORGANIFICACION DEL YODO

gy CORTEE DE TIRQIDES BOVINAzRELACIQN DQS;S/RESPUESTA
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- Cortes de tiroides bovina se preincubaron en presencia de
I-OH-Aen las concentraciones indicadas. Luego de una hora
de pulso con 125I, se determinó la organificación del yodo,
de acuerdo al porcentaje de radiactividad precipitable por
TCA.

—Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

—ap < 0.000% bp < 0.01comparado'con los valores del grupo
control.
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F' I' G’ U‘ R‘ A' ‘ 31

EFEC‘TO DE IL-W SOBRE LA ORGANIFICACION DEL YODO EN

CORTES DE TIROJDES BOVINA. ’RXELACIONDOSIS/RESPUES'IA

1
b

('/arodioactividodppbleporTCA‘)

125

25

OrganificacióndelI

control IL-W1 IL-W1 IL-W1
1d‘ 165 10'G

- Cortes de tiroides bovina se preincubaron en presencia de

ILFEIen las concentraciones indicadas. Luego de una hora

de pulso con 1251} se determinó 1a organificación del yo

do, de acuerdo a1 porcentaje de radiactividad precipitable

por TCA.

e Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

P ap < 0.0005; bp ( 0.05 comparados con los valores del

grupo control.



inhibición del 41%en la organificación del 1251.

Cuando los cortes se incubaron durante 60 minutos
125

con I, la I-OH-A y la IL-W inhibieron en un 53%y2

33%respectivamente. (Figura 32 ).

El ácido araquidónico no modificó los valores de

organificación del yodo a los 30 minutos, disminuyendo

levemente dicho parámetro a los 60 minutos de incubación.

(Figura 32 ).

Dadoque los yodolipidos inhiben los valores basales

1251, se decidió estudiar los ede la organificación del
fectos de los mismossobre la acción estimulatoria de la

TSH. La TSH, en una concentración de 20 mU/ml, produjo

un aumentosignificativo en la organificación del yodo;
en concentraciones 10-5M,la adición de IL-w y la IL-W1 2'

redujeron la acción estimulatoria de la TSHen un 100%y

74%respectivamente. (Figura 33 ).

A.3.- Relación entre organificación del yodo y contenido

intratiroideo del halggeno:

La administración de dosis altas de yodo a ratas, prg
duce un bloqueo agudo en la organificación del halógeno,

restableciéndose los valores normales al disminuir la con

centración intratiroidea del yodo (Mblff y Chaikoff,1948a1¿.
Roben (1949) determinó que dicho efecto depende de la

concentración intratiroidea del yodo.Dichos resultados
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FIGURA 32

EFECTO DE I-OH-A, IL-W y AA‘ EN FUNCION DEL TIEMPO

SOBRE LA ORGANIFICPIOGION DEL YODO EN CORTES DE

TIRO IDES BOVINÁ

30 minulos 60 minutos

°/oderadiocctividod

Orgamficacióndel“:(precipitableporTCA

A-A c 1-0er L-Jz
¡á‘n ¡(I‘m n‘n

,/*}_r

gtfiafiüflaülllllllllua

—Cortes de tiroides bovina se preincubaron en presencia de
I—OHwA}IL—W¿y AA; Se realizaron pulsos con 125I de 30 y
60 minutos, determinándose la organificación del yodo, tal
comose describió anteriormente.

F Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.
Í l Í

v- ap < 0.0005; Cp < 0.001; a p < 0.02; b p < 0.005; C p < 0.0005

comparados con los valores del grupo control.
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F'I G U R A 33

WMJENSINE. IL-W SOBRELA ORGANICAC-m Damm

r

AOL

U'

4}flc

N O
l

_. o I_p.,¡25°/oderadlooctlvndod

OrgamfncamondelIprecipitableporTCA

l. w

C)
I

c IL-U1lL-Uz ïSH ÏSH ISH
10'5M 10'5r1 20mu/mldL-U1 .IL-uz

- Cortes de tiroides bovina se preincubaron en presencia de
las sustancias indicadas. A continuación se realizó un pul
so de una hora con I, determinándose 1a organificación
del yodo, tal como se describió en MAHERIALESY METODOS.

—?Cadavalor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

- ap < 0.005 respecto a los valores del grupo control;
I

bp < 0.001 y b.p < 0.005 respecto a los valores del grupo TSH.
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han sido confirmados por diversos autores (Galton y

Pitt Rivers, 1959; Nagataki e Ingbar, 1964).

Dado que la mezcla isomérica de ácidos 14 yodo

15 hidroxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico 5-8-11

(I-OH-A) en una concentración 10-4
125

Minhibe la organifi

cación del I en cortes tiroideos en un rango del 35

al 80%, de acuerdo a la glándula estudiada se determi

nó el contenido intratiroideo en cada glándula corre

lacionándose con el porcentaje de inhibición de la or

ganificación.

En la Figura 34 se puede observar una relación

inversa entre la concentración intratiroidea de yodo y

la inhibición en la organificación producida por la
I-OH-A .

A.4.- Metabolismo del yodo en cortes de tiroides bovina:

Comose ha demostrado en el punto anterior los yo

dolipidos puros inhibieron, en forma muymarcada, la or

ganificación del yodo. Es por ello que se decidió inves

tigar la acción de los mismos sobre la formación de los

diferentes yodocompuestossintetizados por la tiroides.

La metodologia consistió básicamente en preincubar

los cortes tiroideos con los distintos yodolïpidos du
rante una hora, realizándose a continuación un pulso con
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FIGURA 34

RELACION ENTRE LA INHIBICION EN LA ORGANIFICACION DEL

YODO PRODUCIDA POR I-OH-A Y LA CONCENTRACION INTRATIROIDEA

DEL HALOGENO.

a

Organificoción(°/odeinhibición)

S

L .'4
1000 2000 30(1) Com; lodo (¡ag/gr tejido)

- Cortes tiroideos bovinos de diferentes glándulas se preincu
baron con I-OH-A 10-4
se determinó la organificación del yodo, de acuerdo al por
centaje de radiactividad precipitable por TCA.En forma pa
ralela, se midió el contenido intratiroideo de yodo en cada
glándula analizada, tal como se describió en MATERIALESY
METODOS.

M.'Luego de una hora de pulso con 5I,



1251 durante 30 y 60 minutos; los distintos metabolitos

formados se analizaron por cromatografía en papel, tal

como se describió en MATERIALESY METODOS.

La Tabla 27 nos muestra los resultados del meta

bolismo del 1251, luego de media hora de incubación. La

presencia de I-OH-A en una concentración 10-4Mprodujo

una ligera disminución en los valores de diyodotirosina

(DIT), siendo muynotable la inhibición en los valores

de monoyodotirosina (MIT) y de yodolípidos, los porcen

tajes de formación de T3 y T4 no se modificaron.

Al incubar los cortes con IL-W2se produjo una le
ve disminución en los valores de DIT, siendo altamente

significativa la inhibición en los valores de MITy de

yodolipidos, los valores de T3 y T4 no se alteraron.

El ácido araquidónico "per se" aumentó la biosínte

sis de DIT, no influyendo en los porcentajes de forma

ción de los restantes metabolitos yodados.

La Tabla 28 nos muestra los resultados luego de

incubar los cortes tiroideos con 1251, durante 60 minu

tOS.

La presencia de I-OH-A en una concentración

10-4M redujo en forma muy marcada los valores de DIT,MIT,

yodolípidos y T3. IL-W disminuyó la formación de yodolí2

pidos y de T3. En cambio, el ácido araquidónico no modi
ficó los valores de los distintos metabolitos del 1251.



IL-W

30min.

C

4

I-OH-A10'M

-4

210M

-4

AA10M

AccióndeI-OH-A

Origen

5.07Ïo.57 3.43Ïo.83 4.40Ï1.29 5.41Ï1.4oa

yIL-w2
10.99Ï1.97

TA

sobreelmetabolismodel

BLA27

125

bovinosincubados30minutos

DiT

7.04Ïo.89 5.54Ïo.35a 5.62Ío.31a

b

MiT

17.09Ïo.96

7.88Ï0.70

11.35Ï1.93 18.75Ï2.94

EE4

49.73Ï2.431.83Ïo.45

e69.32i1.86e1.44Ïo.26 C55.23Ï14.312.47Ïo.43

42.45Ï1.56°1.61Ïo.32

I encortestiroideos

23

2.40Ïo.47 1.97Ïo.48 2.95Ïo.71 2.20Ïo.23

4.58Ïo.89

Rf=0.95

6.79Ïo.67 4.42Ïo.72c

d

6.61Ï2.oo

SepreincubaroncortestiroideosbovinosconI-OH-A, pulsocon delyodoporcromatografía,tal

125

druplicadoylosvalores ap<0.05; Númerodeexperimentosreal BEA:butanol:etanol:hidr6xido eicosatrienoico5-8-11;IL 5-8-11Wlactona quidónico.

bp<0.02;cp

tratado

Ide30minut

izados pH=8.3

n=2.

IL-w2óAA10'4

+

orrespondenalpromedio-E.S.

<0.01;dp<0.005;ep<0.001respectoalosvalorescontrol.

M.Acontinuaciónserealizóun

os,determinándoselosporcentajesdeformacióndelosdiferentesmetabolitos

comosedescribióanteriormente.Cadaexperimentoserealizóporcua

-W2:mezcladeácidos14yodo-15hidroxiy14hidroxi-lSyodoeicosatrienoico

—2{7—

deamonio;I-0H—A:me2cladeácidos14yodo-15hidroxiy14hidroxi-15yodo

,durante30minutosparaproducirlaaperturadelciclo;AAzácidoara



60min.

C

I-OH-A10'4M

IL-Wé10'4M

4

BEA

Origen

9.75Ï1.66 4.1oÏo.98d 6.67Ïo.69a

b

incubados60minutoscon

QiT

10.1oÏ1.43

5.22Ïo.73d

12.55Ï1.75

TABLA MiT

20.9Ï4.33

5.54Ï1.01d

18.05Ï5.22

28

125I

E

43.03Ïo.73 62.53Ï7.17 47.68Ïo.42

d

24

1.47Ïo.28 1.35Ïo.44 1.45Ïo.33

AccióndeI-OH-AyIL-w,sobreelmetabolismodelyodoencortestiroideos

23

2.17Ïo.23 1.52Ïo.53c 1.79Ïo.19c

Rf=0.95

7.76Ïo.68 3.07Ïo.71e 4.25Ïo.84d

AA10’M5.75Ïo.9810.60Ï1.5519.71Ïo.2o44.27Ï1.991.36Ïo.412.50Ïo.578.59Ïo.o9

4

-SepreincubaroncortestiroideosbovinosconI-OH-A,IL-W2óAAenconcentraciones10-M.Acontinua

ciónserealizóunpulsocon125

Ide60minutos.Sedeterminaronlosporcentajesdeformacióndelos

distintosmetabolitosyodadosporcromatografíaenpapel,talcomosedescribióanteriormente.Cada experimentoserealizóporcuadruplicadoylosvalorescorrespondenalpromedioÏ E.S.

d

-ap(0.005;bp(0.002;cp<0.01;p<00005;ep(0.001.Númerodeexperimentosrealizadosn=2. -BEA:butanol:etanol;hidróxidodeamonio;I-OH-A:mezcladeácidos14yodo-15hidroxiy14hidroxi-15

eicosatrienoico5-8-11;IL-szmezcladeácidos14yodo-15hidroxiy14hidroxi-15yodoeicosatrienoic 5-8-11WlactonatratadoapH=8.3,durante30minutosparaproducirlaaperturadelciclo;AAzácidoa quidónico.
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La Figura 35 nos muestra la relación hormonas tiroi

deas/yodolipidos, luego de incubar los cortes tiroideos

con 1251 durante 30 y 60 minutos. Se puede observar que

a los 30 minutos de incubación, tanto la I-OH-A como la

yodolactona IL-W 10-4M, aumentaron significativamente2

dicha relación; el ácido araquidónico no produjo modifi
caciones. Al incubar los cortes de tiroides durante 60

125Iminutos con , efectos causados por la I-OH-Ay la

IL-W2 en concentraciones 10-4M, fueron aún más marcados
en la relación hormonastiroideas/yodolipidos. La pre

4sencia del ácido araquidónico 10- Mno alteró dicha re
lación.

A.5.- Producción de AMPciclicoen cortes de tiroides esti

mulados con TSH.

Varios son los trabajos en los cuales se ha demostra
do que el yoduro inhibe la formación de AMPcïclico.

Van Sade y Dumont (1973) encontraron que el yoduro

inhibe la acción estimulatoria de la TSHsobre los nive

les de AMPcïclicoen cortes de tiroides de perro. La pre
sencia de NaClO MMIo PTU, en el medio de incubación,4!

abuele este efecto, indicando que el yoduro ejerce su

acción a través de un compuestointracelular y organifi

cado. Estas conclusiones han sido confirmadas por varios

autores (Sherwin y Tong, 1975; Van Sade y col., 1975;

Pisarev y Aiello, 1976; Sherwin, 1978).



F I G U R A 35

Amen de l-OH-A y lL-W, sobre la

alosmusls de hormonas Tuondoos y Voáollpvdos

“¡Inclán ¡duán
m ¡"muynuin “l TIM/naipes

1o«ww un ¡0 nur-¡Im

C l-ÜÚ-A lb” A:6‘! n‘u n'n

- Cortes tiroideos bovinos se preincubaron con las sustancias
indicadas. Se realizaron pulsos con 125I de 30 y 60 minutos,
determinándose los porcentajes de formación de hormonastiroi
deas y yodolïpidos por cromatografía en papel, tal comose
describió en MATERIALESY METODOS;

- Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.

- ap( 0.001; bp‘( 0.005 respecto a los valores del grupo
control.



Con el objeto de determinar si la mezcla isomérica

de ácidos 14 yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi-lS yodo eico

satrienoico 5-8-11 (I-OH-A)mimetiza los efectos inhibi

torios del yoduro, se decidió estudiar la acción de la

I-OH-Asobre la producción de AMPcïclico, estimulada

por TSH. Se preincubaron cortes de tiroides bovina con
5 7I-OH-Aen concentraciones 10- , 10- Mo ácido araquidónico

10-5Mdurante 60 minutos; a continuación se realizó una

incubación con 20 mU/mlde TSH, durante 20 minutos, deter

minándose la concentración intratiroidea de AMPcíclico,

tal como se describió en MATERIALESY METODOS.

En la Figura 36 se puede observar que la TSHcausó

una estimulación altamente significativa (113%)en los
niveles de AMPcïclico.

5Mredujo la acciónLa presencia de la I-OH-A 10

estimulatoria de la TSHen un 41%, disminuyendo levemen

te los valores basales. Al preincubar los cortes tiroi
deos con I-OH-A en una concentración 10-7M no se alte

raron los niveles de AMPcïclico tanto basales comoesti

mulados con TSH.

El ácido araquidónico no produjo cambios en los ni

veles basales de TSH,en cambio potenció la acción esti
mulatoria de la TSH.



‘ '¿ImLuENc‘rA' DE; :rf-pHs-A' y AA"EN LA PRODUCCION DE AMPcIclico

l

1

1

-ZZZ

.FFGPRA %

EN coRngsTIROIDEos BOVINOS ESTJIVIULADQS’POR TSH

7%°—

pmolesAMPciclico/grderejido'

TSH ÏSH

o AA

10‘5r1

ÏSHISH

M ZOmu/ml .I-OHvA oIvCH-A
10'

A A

m‘s

1«3-2;

c l-OH«A

¡0'5M
7M10'M

Cortes tiroideos bovinos se preincubaron durante una ho
ra en presencia de IPOHPAo AAen las concentraciones
indicadas. A continuación se realizó una incubación de
20 minutos con 20 mUZmlde TSH. Se determinó la concen
tración intratiroidea de AMPciclico,tal .
cribió en MATERIALES Y METODOS.

como se des

Cada valor es el promedio de cuatro muestras Ï E.S.
|

b p < 0.005 respecto a los vaap < 0.002? 3'15 < 0.001;

lores del grupo TSH.

* (comparadocon los valores del grupo control)



A.6.- Incorporación de 3H-uridina a RNAen cortes de

tiroides bovina:

Cortes tiroideos bovinos se preincubaron en presencia

de I-OH-A, IL-8 o ácido araquidónico, en concentraciones

10-4M, durante 60 minutos. A continuación se realizó un

pulso con 3H-uridina incubándose una hora más. Se deter

minó la incorporación del precursor al RNA,tal como se

describió en MATERIALESY METODOS.

El I-OH-Ainhibe en forma altamente significativa

1a captación del trazador por los cortes tiroideos (52%),

la IL-S produce un efecto menor (17%), en tanto el áci

do araquidónico "per se" no altera dicho parámetro.

(Tabla 29 ).

Al analizar la actividad especifica del RNAsinte

tizado (A.E.), se observa que los distintos yodocompues

tos utilizados producenefectos similares a los obteni
dos en la captación del precursor; el I-OH-Ainhibe un

53%, la IL-J un 10%, el ácido araquidónico no produce

cambios significativos (Tabla 29 ).

Al determinar la sintesis de RNAcorregida por la

oferta, o sea la actividad especifica relativa (A.E.R.),
ninguno de los compuestos analizados produce alteraciones
(Tabla 29 ).



TABLA29

Efectosdeleon-A,ILFlJyAAsobrelaincorporaciónde'3H—uridinaaRNA

encortestiroideosbovinos

.Catación(A)..

Tratamiento-——EL—-——-—-—-——%Varla015nA-E«(B)%VariaciónA.E.R.%Variación

dpm/mgRNA

dpm/mgtejido

Control16966Í 431-2536721Ï177359—149i8 

I-OH-A10’4M8059illSla-521194273:].53653aF53150i7+1 IL-10’4M14074“¿1450b—172276388Ï152713b-10164Ï10+10

Control244oÏ 123F628499Ï22565-221Ï18

4i

AA10'M266182+9590156Ï12596—6222Ïao

CortestiroideosbovinossepreincubaronconI-OH-A,¡Ir-8oAAenconcentraciones10’4M. Acontinuaciónserealizóunpulsodeunahoracon3 cióndelprecursoralRNA,talcomosedescribióenMATERIALESYMETODOS. CadavaloreselpromediodecudruplicadosÏ E.S.

H-uridina,determinándoselaincorpora

ap<0.001ybp<0.01comparadosconelgrupocontrol.

B.

AE:actividadespecifica;AER:actividadespecificarelativa= -————-ïI'OH-A=meZC1adeác¿ dos14yodo-15hidroxiy14hidroxi-lSyodoeicosatrienoico5-8-IÏ}IL-á:ácido5hidroxi 6yodoeicosatrienoico8-11-148 lactonaïlkh:ácidoaraquidónico.

224
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En 1a Tabla 30 se pueden observar los resultados

de incorporación de 3H-uridina a RNAobviando la entra

da del trazador. Para ello, los cortes se colocaron 5

minutos a 37°C en presencia del precursor y luego se in

cubaron durante 60 minutos en un medio fresco de KRP,

4Mo ácido araquidónico 10-4M.que contiene I-OH-A 10

Se midió la A.E. y presencia del radiactivo en el medio
de incubación.

Dicha Tabla nos muestra que tanto el I-OH-A como

el ácido araquidónico no modifican los valores de A.E.,

respecto a1 control. En cambio, producen un aumento en

la salida del precursor del corte hacia el medio, el

I-OH-A estimula en un 96%, en tanto el ácido araquidó

nico 1a aumenta en un 41%.

A.7.—Transcripción de RNAen núcleos celulares aislados
de tiroides bovina:

En la Tabla 31 se muestran los resultados obte

3H-UMPen núcleos cenidos al medir 1a incorporación de

lulares aislados de cortes tiroideos bovinos, previa in

cubación de dichos cortes con I-OH-A 10-4Mo ácido araqui
dónico 10'4M.

Ningunode los dos compuestos utilizados afectan la

actividad transcripcional endógena de la RNApolimerasa Í

(nucleolar), responsable de la sintesis del RNAriboso

mal, ni tampoco la de la RNApolimerasa II (nucleoplásmi



TABLA30

3

EfectosdeI-OH-AyAAsobrelaincorporacióndeH-uridinaaRNA

encortesdetiroidesbovinaobviandolaentradadelprecursor

TratamientoA.E.%VariaciónLiberaciónalmedio%Variación

cpm/mgRNAcpm/mgtejido

Control108384Ï427o23o

4

I-OH-A10'M-12452+96

94722Ï5457

AA10-4M119510Ï6661+ll325+41

226

....3 ...

-Cortestir01deosbOV1nosseincubaronconH-uridinadurante5minutos,luegose

lavaronconsoluciónfisiológicaysecolocaronenunmediofrescodeKRPenpre senciadeI-OH-AóAA10'4M,incubándoseunahoramás;finalmentesedeterminóla sintesisdeRNA,talcomosedescribióanteriormente.

-CadavaloreselpromediodecuadruplicadosÏ E.S. -A.E.:actividadespecifica;I-OH-A:mezcladeácidos14yodo-15hidroxiy14hidroxi

15yodoeicosatrienoico5-8-11;AA:ácidoaraquidónico.



TABLA 31

Efectos de I-OH-Ay AAsobre la transcripción
en tiroides bovina

Tratamiento Actividad RNAp01.I Actividad RNApOl.II
pmoles UMP/mg DNA pmoles UMP/mg DNA

Control 18 - l 19 - 4

I-OH-A 10'4M 19 Ï 2 18 Ï 3

AA 10‘4M 17 Ï 3 15 É 3

- Cortes tiroideos bovinos se preincubaron con I-OH-A
y AA10-4M; luego de homogeneizarlos se obtuvo la
fracción nuclear a la que se le determinó la activi
dad transcripcional, tal como se describió en MATERIA
LES Y METODOS.

- Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.

—RNApol.I: RNApolimerasa I; RNApol.II: RNApolimerasa
II; UMP:uridina monofosfato; I-OH-A: mezcla de ácidos
14 yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico
5-8-11; AA: ácido araquidónico.
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T A B L A 32

Transcripción del RNA-Efectos directos de la I—OH«A2y

el AAsobre núcleos aislados

Tratamiento RNApolimerasa I + III RNEEglimerasa II
pmoles UMP/mg DNA

Control 26 Í 2 41 Ï 6

AA 10'4M 22 i 2 34 i 5

I-OH-A 10'4M 23-3E 4 3o Ï 5

Núcleos aislados de tiroides bovina se incubaron durante 30

minutos con las diferentes sustancias, determinándose 1a trans

cripción del RNA,tal comoya se ha descripto.

Cada valor es el promedio de cuadruplicados Ï E.S.
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Cuandose estudió el efecto directo del I-OH-Ay

ácido araquidónico en concentraciones 10-4Msobre los

núcleos celulares aislados de tiroides bovina, ningu

no de los compuestos analizados afectó las actividades

enzimáticas RNApolimerasas I y II. (Tabla 32)

B.- ESTUDIOS IN VIVO:

En la Tabla 33 se puede observar la relación Peso

tiroideo/Peso corporal en ratas sometidas a distintos
tratamientos.

La inyección de MMI(Sing) durante lO dias produjo

un aumentoaltamento significativo en dicho parámetro

tiroideo (+ 122%), IL-á (51A g) y AA (QA,g) lo aumen

taron levemente (+ 29 y + 19%respectivamente, la T3

(Q/Lg) lo redujo parcialmente (- 20%), en tanto I-OH-A

(5/¿_g), IL-W (5A_g) e IK (1.2;A.g) no lo alteraron.

En cuanto a la acción antibociógena de dichos yodo

compuestos, se obtuvieron los siguientes resultados:

I-OH-A produjo una inhibición del 57%; IL-W e IL-S inhi

bieron un 33 y un 36%respectivamente; la T3 la redujo

casi totalmente (- 95%); el IK (ZOQAg) la disminuyó en

un 55%, en tanto el AAy el IK (1.25/49) no tuvieron e
fecto.

En la Tabla 34 se observan los resultados obteni

dos en ratas inyectadas durante 10 dias con MMIÏ los

diferentes compuestos. El MMI(6rng) aumentó la relación

Peso tiroideo/Peso corporal (+ 104 %); I-OH-A (5 y 12/gg/
día) inhibió un 62 v un 93 %resnectivamente la acción
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T A B L A 33

Acción de I-OH-A, IL- S e IL-W sobre la producción

de bocio en ratas

Tratamiento mg Peso tiroideox 100 %VariaCiÓn
-_____-_-__' 9 Peso corporal vs.Control vs.MMI

Control 9.66 Ï 0.34

MMI 600944.9/0.2 ml 21.52 Í 0.68a + 122

I-OH-A 5/.g/o.2 ml 10.12 Ï 0.59 + 4

IL-ó‘ 5/¿g/O.2 m1 12.47 Ï 1.13b + 29

IL-W 5/«g/0.2 ml 10.87 Ï 0.73 + 12

AA 5/49/0.2 ml 11.46 Ï 0.88c + 19

T3 ¿kg/0.2 ml 7.11 Ï 0.23a — 20

IKl 1.25/‘g/O.Z ml 10.76 Ï 0.99 + 11

IK2 2094g/0.‘2 ml 8.73 Ï 0.49 - 10

MMI + I-OH-A 14.85 Ï 0.70‘5I - 57

MMI+ IL-J 16.88 Ï 0.62d - 36

MMI+ IL-W 17.56 Í 0.88€ - 33

MMI + AA 22.50 Ï 0.73 + 4

MMI+ T3 10.30 Í 0.24 - 95

MMI+ IK1 20.36 Ï 1.66 - 5

MMI+ IK2 14.41 Ï 0.68 - 55

Grupos de 6 ratas de 100-120 g se inyectaron con las sustaacias
indicadas, durante 10 dias. A continuación dichos animales se sa
crificaron, se disecaron las tiroides de los mismosy se determi
nó la relación Peso tiroideo/Peso corporal.

- ap < 0.001; bp < 0.01; cp < 0.02 respecto a los valores del control;

dp < 0.001; ep < 0.005 respecto a los valores de MMI.



TABLA34

AccióndeI-OH-A,IL-ÁyAAsobrelaproduccióndebocioenratas

Efectodosis-respuesta

TratamientomgPtlroldeox100%Variación

9Pcorporalvs.ControlVS.MMI

C6.36Ï

MMI6mg13.001.46a+104

+l

I-OH-IA]5/.96.20

+l

MMI+I-OH-A(5/,g)8.94-62

+l

MMI+I-OH-A(1%}tg)6.810.95-93

+l

MMI+IL-S(5/.g)11.211.22-27

'U

+l

MMI+IL-J(la/tg)10.461.48-39 MMI+AA(S/Arg)15.241.15f17 -Gruposde6ratasde100-120gseinyectaronconlassustanciasindicadasdurante10dias.Luego

sesacrificaron,disecándoselastiroidesdedichosanimales.SedeterminólarelaciónPesoti roideo/Pesocorporal.

-ap<0.0005respectoalosvaloresdelgrupocontrol;bp<0.0005;Cp<0.025;dp<0.01compa

radosconlosvaloresdelgrupoMMI.

-CadavaloreselpromediodesextuplicadosÏ E.S.
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bociógena del MMI;IL-á (5 y 13} g/día)la inhibió en
un 27 y un 39%respectivamente, en tanto AAno tuvo

efecto.

Al medir la T3 y T séricas se obtuvieron los si4

guientes resultados: MMIdisminuyó los valores de T3

y T4 (33 y 59%respectivamente); I-OH-A "per se" los
redujo parcialmente (19 y 26%respectivamente), aunque

dentro de los valores considerados normales, en tanto

que ninguno de los compuestos inyectados simultánea

mente con MMIprodujo cambios. (Tabla 35 ).

En la Figura 37 se observan los valores séricos

de TSHluego de la inyección de una dosis de I-OH-A

(Sta g) a ratas tratadas durante 5 dias con MMI(7 mg).

Mientras que el MMIaumentó en forma notable los nive

les de TSH (+ 534%), el tratamiento de I-OH-A a los

diferentes tiempos (1-24 horas) no produjo cambios sig
nificativos.

La Tabla 36 nos muestra la acción antibociógena

de I-OH-Aa diferentes tiempos de tratamiento. A los

3 dias, el MMI(6 mg/0.2 ml) aumentó la relación Peso

tiroideo/Peso corporal (+ 137%), mientras que I-OH-A

(5/¿ g/0.2 ml) inhibió la producción de bocio en un
47%. A los 25 dias de tratamiento, el MMIaumentó la

relación en un 248%, en tanto I-OH-A (5/49/0.2 ml) re
dujo dicha estimulación en un 60%.
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En cuanto a los valores séricos de TSH,mientras

que el MMIlos aumentó en forma muy marcada a los 3

y 25 dias (+ 850 y 1070%respectivamente), el trata

miento simultáneo de I-OH-Ano produjo cambios signi

ficativos (Tabla 36).



MMI MMI

AccióndeI-OH-AeIL-8

Tratamiento

C

MMI6mg/0.2m1

+I-OH-A5/hg/0.2 +I-OH-Algflg/o.2

¿kg/0.2

lgfig/0.2

áAg/O.2 sÁg/o.2

+IL-S +IL—¿ +AA
I-OH-A

m1 m1 ml ml ml ml

Q/ag/dll +| +| +I +l +l +l

TABLA

35

sobrelosnivelesdeT3XT4séricosenratashipotiroideas

vs;control

0.5—59

26
%'Variación

M

25(ng/dl) 103

71 72 76 76 74 76 84

4| +l +l +| +| +l +| +l

vs.control

10 10-33 ll 10 ll 15 12 10-19

%Variación

vs.MMI

234

—ap(0,057bp<0.0005respectoalosvaloresdelgrupocontrol. -cadavaloreselpromedio

sextuplicadosÏ E.S.
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F I G U R A 37

NIVELES SERICOS DE TSH EN RATAS BOCIOGENAS TRATADAS

CON I-OH-A

TSH

pU/ml

150 :1

i A l cormd

- Ratas hembras de 90vll0 g se inyectaron durante 5 dias
con MMI(7 mg); a continuación se trataron con una dosis
de I«OH—A(5A,g). Los animales se sacrificaron a difieren"
tes tiempos (1-24 horas), determinándose los valores sév
ricos de TSHpor radioinmunoanálisis.

v Cada valor es el promedio de sextuplicados i E.S,

F ap < 0.005 respecto a los Valores del grupo control.



TABILA36

Acciónde'IeOH-AsobreelbocioexperimentalylosnivelesdeTSHsérico.

Estudioadiferentestiempos

TratamientoDiasmgpesot1r01deox100%Variac1ónTSH(¿:U/ml)

' gpesotiroideo

vs.controlvs.MMI

c6.87Ï 0.3521

+

+l +|

MMI6mg/o.2m1316.260.81‘El+13719o18

+l

.Q

+I

MMI+I-OH-A5/4g/o.2ml11.9412

+l

+l

C4.620.2321

+|

m

+|

MMI6mg/0.2ml2516.040.98+24823429

+|

.Q

+I

MMI+I-OH-A5/¿9/0.2ml9.220.82-6018030

-Gruposde6ratasde100-120gseinyectaronconlassustanciasindicadasdurantelOdías.

Luegosesacrificaron,disecándoselastiroidesdedichosanimales.Sedeterminólarela ciónPesotiroideo/pesocorporal.LosvaloresdeTSHséricossedeterminaronporRIA.

-ap<0.0005respectoalosvaloresdelgrupocontrol;bp<0.0005respectoalosvalores

deMMI.

—CadavaloreselpromediodesextuplicadosÏ E.S.



DISCUSION



El lóbulo anterior hipofisiario modulala función ti
roidea mediante la tirotrofina. Al disminuir las hormonas

tiroideas en sangre se produce un aumento en los niveles de

TSH. Esta hormona actúa sobre la glándula tiroides provocan

do una estimulación en la síntesis y secreción de las hormo

nas tiroideas, de tal formaque se restablece el equilibrio.

La hipófisis y la tiroides se encuentran en un estado de con
trol mutuo. Dadoque el yodo, a través de la biosintesis de

las yodotironinas, regula los niveles de TSH,se creía que és
te era el único mecanismode acción del halógeno.

Sin embargo, existen numerosas evidencias que indican

que la glándula tiroides posee un cierto grado de automonïa,

al que estaria ligado el mayor o menor contenido de yodo in

traglandular. La función tiroidea no se suprime luego de una

hipofisectomia total, por la que la tiroides posee una activi
dad intrInseca, aún en ausencia de TSH. Por otra parte tra

bajos recientes de Lewitzky y col., (1983) demostraron que la

presencia de TSHno es necesaria para la producción de hiper

plasia compensatoria post_.hemitiroidectomia.

En ratas hipofisectomizadas sometidas a una dieta pobre

en yodo se produce un aumento en la captación de 131I (Vander

laan y Caplan, 1954). Dichos autores postularon que existiría

una relación inversa entre la respuesta de la bombade yodo a

la TSHy el contenido intratiroideo del halógeno. Dichos resul

tados han sido confirmados por Studer y Greer, (1968).



- 238 

Naeije y col., (1978) obServaron que en ratas sometidas

a dietas pobres en yodo, se producen bocios aún con niveles

normales de TSH,estando la concentración intratiroidea de

yodo alrededor de 10 veces por debajo de los valores normales

En humanos se ha observado la existencia de bocio endé

mico con niveles normales de TSH (Pisarev y col., 1970).Hells

tern y col., (1978) demostraron una relación inversa entre el

tamaño del bocio y el contenido total de yodo en dichas glán
dulas.

En condiciones de exceso de yodo se observa inhibición

en diversos parámetros tiroideos. La administración de dosis

altas de yodo a ratas,produce un bloqueo agudo en la organi

ficación, restableciéndose los valores normales al disminuir

la concentración intratiroidea y plasmática del yodo (Wolff y

Chaikoff J. (1948a.yc) .

La presencia de cantidades elevadas de yodo provoca una

inhibición en la captación de yodo por parte de la glándula

tiroidea (Halmi y Spirtos 1954, 1955; Sherwin y Tong, 1974,
Berckowitz, 1981).

Pisarev y col.,0971a)establecieron que el IK bloquea lo

efectos estimulatorios de la TSHy el AMPcíclico sobre la se
creción de 1311 tiroideo.

La preincubación de cortes tiroideos de perro con IK
6-4 -10_ Minhibe la acción estimulatoria de la TSHsobre lo10
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niveles de AMPcíclico (Boeynaemsycol.,1975).

El IK inhibe la incorporación de la leucina-3H a pro

teinas (Pisarev y Aiello 1976), la incorporación de 32P, asI

como de uridina 3H a RNAtiroideo (Pisarev y col., 1978;

Kleiman de Pisarev y col., 1978).

El yoduro no ejerce su acción como tal, sino mediado por

la formación de un yodocompuestoorgánico e intracelular, a

juzgar por los resultados observados en que los efectos inhi

bitorios del IK son bloqueados por el KClO4(agente bloquean
te de la entrada de yoduro a la célula tiroidea), mercaptoimi

dazol y propiltiouracilo (inhibidores de la organificación del

yodo) (Halmi y Spirtos, 1954, 1955; Wollman y Reed, 1958; Pi

sarev y col., 1971a Van Sade y Dumont, 1973; Van Sade y col.,

1975; Sherwin y Tong, 1975; Pisarev y Aiello, 1976; ver revi

sión Wolff(1976).

La naturaleza química de dicho yodocompuesto no ha sido

identificada aún. Dadoque las hormonas tiroideas son compues

tos yodados y organificados que están presentes en el interior

de la célula tiroidea,podrian tener participación en el meca
nismoautorregulatorio tiroideo.

Kielczinsky y Nauman,(l978)comprobaron que tanto la T3

como la T4 disminuyen la unión de TSH a su receptor en membra
nas plasmáticas humanas. Friedman y col.,(l978)observaron que

la T3 inhibe la actividad adenilato-ciclasa, comola secreción
de hormonas tiroideas inducida por dibutiril AMPcíclico. La
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acción inhibitoria deJas yodotironinas sobre otros parámetros

tiroideos ha sido observada por diferentes autores (Shimizu y

Shishiba, 1975; Friedman y col., 1979; Yu y col., 1976; Rote

lla y col., 1981)

Pisarev y col.,1978 demostraron que las hormonastiroi

deas reproducen los efectos inhibitorios delyoduro sobre la

sintesis de RNA,con una mayor potencia que la inhibición pro

ducida por el IK. BajoÏ dichas condiciones de experimentación
la 125I-T3 no sufre una deshalogenación significativa. La tri-
yodotironina penetra a la célula tiroidea a través de un meca

nismo activo dependiente de la temperatura y de la concentra

ción de hormona (Juvenal y col., 1981).

A1estudiar la distribución subcelular de la T3 en ti
roides bovina,se observó la presencia de sitios de unión para

dicha hormonaen la fracción nuclear purificada (Pisarev ycol.,

enviado para su publicación). Al caracterizar dichos sitios de
7 1unión se determinó una constante de afinidad Ka= 5.2 10 M

15
y un número de sitios igual a 3 10- moles(»g DNA(Juvenal y
col., enviado para su publicación).

En lo que respecta a la tiroxina, el problema es algo

distinto. Trabajos de numerosos grupos de investigación demos

traron que en los tejidos periféricos la T4 es deshalogenada

a T3 tanto in vivo (Braverman y col., 1970; Oppenheimer ycol.,
1972 y Obregón y col., 1980); como in vitro (revisión Chopra

y col., 1978b;Larsen y col., 1979). Dichos resultados han lle

vado a diversos autores a postular que la T4 actuaría comouna



prohormona, siendo la T3 la hormona activa (Larsen y col.,
1979; Obregón y col., 1980); aunque otros autores sostienen

que la T tiene acción biológica "per se"(Dickstein y col.,4

1980; y Boado y col., 1982).

Los presentes estudios tuvieron por objeto analizar el

mecanismode acción de la tiroxina para aclarar el papel de

dicha hormonaen la autorregulación tiroidea.

El análisis del metabolismo de la T4 marcada en cortes
de tiroides bovina, muestra que se produce una significativa

deshalogenación de la hormonaalhay rT bajo las mismas condi3

ciones experimentales en que la tiroxina inhibe la sintesis

de RNA.Dichos resultados están en concordancia con lo observa

do por otros autores en tiroides de rata (Haibach, 197la;Green,

1978; Erickson y col.,lQKD en tiroides humana {Bidey y col.,

1976; Ishii y col., 1981) asi comotambién en los tejidos peri

féricos (revisión Chopra, 1978b Larsen y col., 1979; Kaplan,
1980).

Para poder dilucidar el mecanismode deiodinación de la

T4 se estudió la acción de diversas drogas bloqueantes de la

conversión de T4 a T3 en diferentes tejidos.

La presencia de metilmercaptoimidazol (MMI),conocido

inhibidor de la peroxidasa tiroidea (Taurog, 1975), en los cor

tes tiroideos no modifica el porcentaje de formación de T de3

rivada de la T4, aunque inhibe el paso.metabólico de T4 a-rT 3.
La falta deacción del MMIsobre la Edeiodinación concuerda
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con los resultados obtenidos por otros autores (Green, 1978,

en tiroides de rata; Erickson y col., 1981 en preparaciones

microsomalesde tiroides de rata; Ishii y col., 1981en teji

dos tiroideos humanos normales adenomatosos y con enfermedadde

Graves). Sin embargo Dawber y col., 1971 encontraron que el

MMIbloquea la conversión de T4 a T3 en homogenatos tiroideos
de rata. El hecho de que el MMIbloquea la organificación del

1251 bajo nuestras condiciones de trabajo, pone en evidencia

que la droga penetra a la célula tiroidea para ejercer su ac

ción biológica;

El propiltiouracilo hüúbe la conversión de T4 a T3 en
higado y riñón de rata (Visser y col., 1975} Chopra 19773

en tiroides de rata (Green,1978)yen tiroides humana (Ishii y

col.,1981, 1982» no modificando.dicho paso metabólico en hipó

fisis y cerebro de rata (Silva y col., 1978; Kaplan, 1980).

Kaplan y Utiger41978b)han postulado que en los tejidos

periféricos una 5'deiodinasa es comúnpara los pasajes de T4

a T3 y de rT3 a 3-3'T2. Sin embargo Visser y col.,(1983)encon
traron que en homogenato y microsomas de adenohipófisis de ra

ta el PTUinhibe la deshalogenación de rT3 a 3-3'T2,

ficar la 5'deiodinación de T4 a T3. Dichos autores han sugeri

sin modi

do la existencia de entidades separadas 5'deiodinasas con me
canismoscataliticos característicos.

En los presentes estudios el PTUno modifica los valores

de T3 y rT3 provenientesde la deshalogenación de la T siendo4!

dicha droga activa bajo nuestras condiciones de trabajo ya que
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bloquea en forma muymarcada la organificación del 1251. Nues

tros resultados indican que en tiroides bovina existiría una

5'deiodinasa responsable de la conversión de T4 a Tá_ insensi
ble al PTUtal comoocurre en hipófisis y cerebro de rata (Si

va y col., 1978; Kaplan, 1980). Dadoque la tiroxina mantiene

su actividad biológica en presencia del PTU(Juvenal y col.,

1981) y como vimos la T4 aún en presencia de PTUse convierte

en T3,aparentemente la T actuarïa a través de su conversión4

a T3 aunque no puede desacartarse un efecto directo de la T4.
"per se".

Los resultados más sorprendentes se obtuvieron al estu

diar la acción del ácido iopanoico (IOP) sobre la metaboliza

ción de la T4 marcada.

El IOP es un conocido fiflúbidor de la conversión de T a
4

T3 en homogenatos de higado y riñón de rata (Kaplan y Utíger,
1978aytnyenadenohipófisis de rata (Larsen y col., 1979, Che

rón y col., 1979; Obregón y col., 1980).

Bajo nuestras condiciones experimentales, el IOP no al

teró la formación de T3 y rT3 provenientes de la deshalogena

ción de T4 , en los cortes tiroideos , en cambio inhibió en
forma muy marcada la conversión de T a T en corte de higa4 3

do de rata. Unaposible explicación de tal diferencia podría
ser que la entrada del IOP fuese distinta en los cortes de hI

gado y de tiroides. Sin embargocuando se realizó el estudio

metabólico de la T4 en los homogenatos de ambos tejidos se ob
tuvieron las mismasdiferencias en las respuestas al IOPentr
higado y tiroides.
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Dichos resultados indicarian que el mecanismode la 5'

deiodinación de la T4 en tiroides es diferente al observado
en higado (Kaplan Utiger,1978a3ün mena 1981) y en adenohi

pófisis (Larsen y col., 1979; Cheron y col., 1979; Obregón,

1980) ya que tanto el PTUcomo el IOP no influyen sobre el

caminometabólico de la tiroxina, por lo que en la célula ti

roidea estarían presentes isoenzimas de lasT4 deshalogenasas.

El L-propanolol, agente bloqueante fi adrenérgico dismi

nuye la metabolización de la T4 marcada en los cortes tiroideos,

aumentando la producción de rT3 Y sin modificar los valores de

la T3.

Heymay col., (1978) encontraron que tanto la forma D y

L del propanolol disminuyen la conversión de T4 a T3 en túbu
los renales aislados de rata, a través de un fenómenode esta

bilización de la membranacelular, el cual no se produciría en

la célula tiroidea a juzgar por los resultados obtenidos.

La adnfión de TSHa los cortes tiroideos produce un au

mento significativo en 1a producción de T3 y rT3 originadas a

partir de la T4 radioactiva, Maayan,(1975)observóresultados
similares en células tiroideas bovinas. Sin embargoBidey y

col., (1976) encontraron que la TSHno modifica la cantidad

de T3 formada a partir de T4 en cultivo de células tiroideas
humanas. Erickson y col., (1982) observaron que la actividad
de la 5'deiodinasa se encuentra aumentada en microsomas de

tiroides de ratas] hipotiroideas, postulando dichos autores

que el aumento en la conversión de T4 a T3 se debe a la acción
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de la TSHelevada en los animales hipotiroideos.

Trabajos recientes de Kubota y col., (1984) han demos

trado que en ratones tratados durante 5 dias con TSHse pro

duce un aumento en la secreción de T3 respecto a la T4 debido
a un estimulo que produce la hormonatirotrófica en la deiodi

naCión de T4 a T3.

En base a nuestros resultados y los obtenidos por otros

autores podemospostular que la acción de la TSHsobre la ac

tividad de la 5'-T4 deiodinasa en tiroides bovina seria si
milar a la de tiroides de rata y ratón, y diferente a la de
tiroides humana.

Con el conocimiento que bajo las condiciones de incuba

ción empleadas, la T4 se metaboliza en forma significativa a

T3 y rT3, se estudió el proceso de entrada de la T4-1251 a la
célula tiroidea.

Nuestros resultados muestran que la T4 penetra a los cor
tes tiroideos bovinos y es progresivamente concentrada, con

valores superiores a 1 luego de 5 minutos de incubación y al
canzando una meseta de alrededor de 3-4 a los 20-30 minutos de

incubación. Dicho proceso es dependiente de la temperatura,

tal comoocurre con la entrada de la T3 a la célula tiroidea
(Juvenal y col., 1981) y no parece ser dependiente de la sin

tesis de ATP, proteínas o.RNA. Los valores de T/M de la T4 son

inferiores a los hallados con T3 que llega a valores de 13-14
125bajo condiciones similares, en tanto el I es captado también
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en forma más activa (T/M alrededor de 12 a los 60 minutos de

incubación).

Trabajos de Haibach, (1971b y Green, (1978) han demos

trado que la tiroxina entra a la tiroides de rata a través de
un mecanismoactivo. Nuestros resultados coinciden con los

obtenidos por Green, (1978) quien observó valores de T/M de

T superiores a los de T4 en tiroides de rata.3

Juvenal y col., (1981) demostraron que la presencia de

T4 fria en el medio de incubación no afecta la entrada de T3
marcadaa la célula tiroidea bovina. Los presentes resultados

muestran que la T fría no altera el proceso de entrada de la3

T4 marcada a la célula tiroidea, por lo que podemos asumir que
los mecanismosde captación de la tiroxina y triyodotironina

son independientes entre si.

La presencia en los cortes tiroideos de IK, IOP, PTUy
1251. El hechoMMIno modificaron los valores de T/M de la T4

de que PTUno influya en la captación de la T4 marcada coinci
de con los resultados obtenidos por Green, (1978) en tiroides
de rata.

Tanto el KClO4como la ouabaina disminuyeron levemente
125

la entrada de la T4- I a la célula tiroidea, posiblemente a
través de un bloqueo en la incorporación de 125I que contami

na a la T4 marcada,dado que la captación de yodo es bloqueada

por el KClO4y es ATPasa-ouabaina dependiente. Juvenal y col.,
(1981) no encontraron efectos de dichas drogas sobre la entrada
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de la T3 radioactiva, la que contiene una cantidad minima de
1251 (menor del 5%).

El proceso de captación de la tiroxina es dependiente

de calcio, ya que la ausencia delcatión inhibe la incorpora

ción de la T4-1251. Dicho efecto se ve reflejado en una dis

minución en la radioactividad del tejido, sin cambios en la

radioactividad del medio de incubación por lo que no hay au

mento en el eflujo de la hormona tal como lo observaron Maayan

y col., (1973) en tiroides de ratón.

La preincubación de los cortes tiroideos con T4 fria

causa un aumento en la entrada de la T4 marcada siendo un
efecto dosis-dependiente. Por el contrario Juvenal y col.,

(1981) observaron que la preincubación, con cantidades cre

cientes de T3 fría causa una progresiva disminución en la cap

tación de T3-1251por la tiroides bovina. Estos resultados pg
nen aún más en evidencia los diferentes mecanismosdeentrada

a la célula tiroidea que presentan ambasyodotironinas.

Al estudiar la distribución subcelular defih-lZÏISear
contró que la mayorparte de la radiaoctividad estaba presen
te en la fracción soluble , estando alrededor de 1%de la ra

dioactividad total en la fracción nuclear purificada. La pre

incubación de los cortes con T4 fría produce un desplazamiento
significativo en dicha fracción nuclear. Estos resultados in

dican que el núcleo seria un posible lugar de localización es
pecífica de la tiroxina,a través de la interacción de la hor

monacon sus sitios de unión. Pisarev y col., (1981) al estu
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diar la distribución subcelular de T3 en tiroides bovina, ob
125I en la fracción nuservaron que la T3 fria desplaza a 1a T3

clear purificada, siendo el porcentaje de desplazamiento ma

yor que el que observamos para la T4. Dichos autores han ob

servado que la preincubación de los cortes tiroideos con T4

fria desplaza 1a T3 marcada de su unión a los núcleos purifi

cados, aunque menos potentemente que la T3 fria.En los presea

tes estudios la adiCiónde la T3 fria a los cortes,produce un

aumentosignificativo de la localización de la T4 marcada a

los núcleos purificados, lo que indica que la T3 potenciaria
a través de algún mecanismo, desconocido al presente, la unióm

de la T4 a sus sitios nucleares.

Cuandose analizó 1a radioactividad nuclear, luego de
125Iincubar los cortes con T4- , el 50-55%de 1a marca corres

pondió a la T4, alrededor de un 8%a la T Estos resultados3.
indican que ambasyodotironinas pueden localizarse en el nú
cleo celular.

A1 incubar los cortes con T4—125Ise forma alrededor del

2-3%de T3 en el homogenato total, localizándose alrededor de

un 8%de T3 en la fracción nuclear purificada por lo que es
probable que exista un mecanismoespecifico que concentre en

forma selectiva la T del citoplasma a1 núcleo tiroideo.3

La relevancia fisiológica de las observaciones anterior

mente descriptas se confirman cuando los cortes se incuban con
125 . uI. En estos experimentos se demostró que una parte de la

radioactividad se localiza en los núcleos tiroideos purifica

dos, y una fracción de la misma corresponde a T3 y T4 (Pisarev y 001.1981)
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De todos los resultados anteriormente mencionados, pode

mos concluír que la T3 y T4 tienen un efecto inhibitorio di
recto sobre la célula tiroidea.

En el caso de la T este efecto directo, se originaríade:
3

a) Captación de la T3 circulante y localización nuclear de la
misma. Esta hormona se originaria de la deshalogenación de la

T4 en los tejidos periféricos.
b) Localización nuclear de la T3 sintetizada dentro de la cé
lula tiroidea a partir de I- (biosíntesis hormonal).

c) Localización nuclear de la T3 originada a partir de la des

halogenación de la T4 dentro de la célula tiroidea.

En lo que respecta a la T4 al presente no se pudo dilu
cidar si tiene una acción directa sobre la célula tiroidea.

Parte de la T4 se deshalogena a T3, aún en presencia de PTUy

IOP, lo que descarta una posible inhibición de dicha vía meta

bólica de manera de poder estudiar la acción biológica de la

T4 "per se", sin embargo la T nuclear se puede originar:4

a) De la captación de la T4 circulante segregada por la pror
pia glándula. A este respecto la comparación de los datos T/M

de T3 y T4 indicarian que dicho mecanismo es mucho menos im

portante que el de la T3.

b) Localización nuclear de la T4 sintetizada dentro de la cé
lula tiroidea a partir de 1-.

Estas observaciones nos indican la importancia de la ti

roxina en el proceso autorregulatorio.

En la Fig. 38 se esquematiza el posible origen de las yo

tironinas cano así también los mecanismosde acción de estas en el proceso



autorregulaunio tiroideo.

Durante los estudios de localización nuclear de la T4,
se observó la presencia de yodocompuestosde naturaleza li

pídica que migran con un Rf= 0.95 en los diferentes sistemas

cromatográficos en papel utilizados. Dichos vodolípidos aparg

cen tanto al incubar cortes tiroideos con 125I(en mayor prg

porción) como con T4125I por lo que el yodo utilizado para la

marcación de los yodolípidos puede provenir tanto de la incor

poración del_yodo extracelular comodel orginado por deshalo

genación intracelular de yodotironinas y yodotirosinas.

La presencia de yodolípidos fue descripta por primera

vez por Taurog y col.,(l957) quienes observaron dichos com

puestos en preparaciones mitocondriales y microsomales de ti

roides ovinas. Dichos autores encontraron yodolípidos en glán

dula salival y mamaria, no así en hígado y riñón. De Groot y

Carvalho (1960) obtuvieron resultados similares en tiroides

ovina, sugiriendo que los lípidos yodados estarían relaciona

dos con el proceso dehormogénesis

La presencia de yodolípidos fue confirmada en tiroides

de diferentes especies y bajo distintas condiciones experimen
tales. Suzuki y col., (1961) detectaron lípidos marcados con

1251 en-mitocondrias y microsomas de tiroides de rata.

Dhopeshwary col., (1968) encontraron radioactividad en extrag
tos de cloroformo-metanol de tiroides de ratas inyectadas con
1311.

Mauchamp y col., (1963) así como Rodesh y Dumont, (1967)

describieron la presencia de lípidos yodados en fracciones mi
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tocondriales y microsomales de tiroides de oveja. Shah y col.,

(1972) hallaron yodolïpidos tanto en cortes de tiroides ovina

comoen glándulas tiroideas humanascon diferentes patologías.

Rooset y col., (1980) observaron la presencia de radioac

tividad en extractos lipidicos de homogenatosde células ti

1311. Rabinowitz y col.,(1976)roideas de cobayo marcadas con

detectaron yodolipidos en la membranacelular ‘y en la célula
entera de tiroides de perro, y los relacionaron con el meca

nismo de transporte de yodo;

En los presentes resultados, al analizar los estudios ci

néticos de formación de los yodolipidos se puede observar que
se alcanza una meseta a los 30 minutos de incubación de los

1251. Dichos resultados concuerdan concortes tiroideos con

lo observado por De Groot y Carvalho, (1960) e indican que di

chos yodoleidos se sintetizan en forma rápida en la glándula.

Los porcentajes de formación de yodoleidos , luego de

125I durante 30 minutos,incubar los cortes tiroideos con

varian de un experimento a otro, alcanzando valores desde 3

a un 20%. Cada ensayo se realizó con cortes de una solo glafi

dula tiroidea bovina, por lo que tales diferencias se deberían

a las distintas condiciones en las que se encuentra el animal
(edad, alimentación, etc).

Rabinowitz y col., (1976) detectaron yodolipidos por es

pectroscopïa de resonancia magnética nuclear en células ti

roideas de perros,sometidos a una dieta rica en yodo, en cam



bio en los tratados con una dieta pobre no pudieron ser deteg
tados. Másadelante analizaremos la relación entre la función

tiroidea y el contenido intratiroideo de yodo.

A1 preincubar los cortes con propiltiouracilo y metilmer

captoimidazol en una concentración de 1mMse produce una inhi

bición en la biosintesis de yodolípidos, siendo la inhibición

del'PTU dosis-dependiente. Recordemos que tanto el PTUcomo el

MMIen dicha concentración abuelen la síntesis de hormonas ti

roideas.

El hecho de que ambos tioderivados son bloqueantes de la

peroxidasa tiroidea (Taurog, 1975) indicaria que dicha enzima

cataliza la formación de yodolipidos, pudiendo ser la misma

que media la biosintesis de hormonas tiroideas. Sin embargo

son necesarios estudios adicionales a fin de aclarar este pun
to.

Cuando se analizaron los porcentajes de formación de yodo

lípidos (Rf= 0.95 del cromatograma) y de yodoproteInas (ori

gen delcromatograma) se determinó la existencia de una corre

lación altamente significativa, con un coeficiente de correla
ción r= 0.9063. Tales observaciones indican que la biosintesis

de yodolïpidos y de yodoproteïnas (hormonastiroideas) siguen

un proceso paralelo mediado por peroxidasas tiroideas. Dado

que debe formarse alrededor de un 8%de yodoproteínas para que

empiecen a detectarse los yodolipidos, nos permite. sugerir

que el yodo activado porcla peroxidasa tiroidea (Taurog, 1975)

se uniría preferencialmente a los restos tirosilo de la tiro



globulina, dando origen a los hormonastiroideas, para lue

go unirse a los lípidos. Rodesh y Dumont,(l967)demostraron

que la yodación de lípidos disminuye en forma marcada con la

presencia de albúmina al incubar células tiroideas ovinas con
125I.

Shah y col.,(1972)encontraron una correlación muysigni

ficativa entre la yodación de tiroxina y una fracción lipI

dica no fosfatidica, sugiriendo<iichos autores que compuestos

yodadosde naturaleza lipidica estarían involucrados en la

formación de hormonas tiroideas. Nakagaway col.,(l981)detec
taron la presencia de factores estimulantes de la yodación de

proteinas en extractos de cloroformo-metanol de microsomas ti
roideos de cerdo.

Los porcentajes de yodo incorporados a hormonas tiroideas

fueron siempre mayores que los encontrados en forma de yodo

leidos, en nuestros estudios. Estos resultados indican que
la primer via es la más importante en condiciones fisiológi

cas. Comose discutirá luego, existe un factor limitante, la

disponibilidad de ácidos grasos libres, para la formación de

yodolipidos. En cambio, existen en la tiroides abundantes can
tidades de tiroglobulinas sin yodar por lo que este elemento

no es limitante para la formación de hormonas tiroideas. Este

hecho explicaría la preponderancia de una Via sobre la otra.

Los yodolipidos no están asociados a proteinas, ya que

la digestión con pancreatina no modificó el porcentaje de ra

dioactividad de los mismos. De Groot y Carvalho, (1960) en



preparaciones mitocondriales y microsomales de tiroides ovi
nas obtuvieron resultados similares. En base a esto se puede

sugerir que los procesos de síntesis y secreción de yodoli

pidos y de hormonas tiroideas presentan diferencias muymarca
das.

Al realizar los estudios de distribución subcelular de

los yodolïpidos , se observó que el mayor porcentaje de los

mismos aparece en la fracción precipitable de 2Q000x g, rica

en mitocondrias, siguiendo en orden decreciente la microsomal,

la nuclear y el sobrenadante de lOSJWOx g.

Dado que el precipitado de 20.000 x g, como el de

105.000 x g contienen casi toda la actividad yodoperoxidasica

(Taurog, 1970), es muyprobable que la yodación ocurra en di

chas fracciones. En forma similar, Taurog y col., (1957); De

Groot y Carvalho, (1960) determinaron que los yodolipidos se

sintetizan fundamentalmenteen las fracciones mitocondriales y
microsomales.

Ciertos fosfolipidos de membrana,tales comofosfotidil

colina (PC), fosfatidoletanolamina y fosfatidilinositol (PI),
constituyen reservorios celulares del ácido araquidónico (Be
rridge, 1981).

Al analizar la distribución de yodolipidos formados en

las diferentes fracciones subcelulares por cromatografía en pla
ca delgada, se comprobró que el mayor porcentaje de yodolipi

dos corresponde a ácidos grasos libres (50-60%)y lípidos neu
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tros yodados (15-20%).

Shah y*col., (1972) determinaron que los yodolipidos más

abundantes presentes en tiroides ovina, comoasi también en

tiroides humanacon diferentes patologías,corresponden a com

puestos del tipo de ácidos grasos libres. Nakagaway col.,

(1981) obtuvieron resultados similares en preparaciones micrg

somalesdetiroides porcina.

El ácido araquidónico es el ácido graso más ampliamente

distribuido en los fosfolipidos de membrana. El mismopuede

originarse por dos mecanismos diferentes, el primero a tra

vés de la enzima diacil glicerol lipasa que produce ácido arg
quidónico a partir de triglicéridos, y el otro, el más impor

tante, por medio de la fosfolipasa A que libera ácido araqui2

dónico a través de una hidrólisis selectiva del enlace del car
bono 2 del fosfatidilinositol (Hayey col., 1974).

Los tejidos intactos contienen cantidades muypequeñas

de ácido araquidónico libre (Lands 1979;Vane,19ThLandSY'Sa

muelsson, 1968; Vonkeman y Van Dorp, 1968). Puesto que el PI

es una fuente muyrica de ácido araquidónico, su hidrólisis

juega un papel fundamental en la producción de ácido araqui

dónico, siendo el paso limitante la formación de sus diferen

tes derivados (Boeynaemsycol., 1982b).

Unavez liberado el ácido araquidónico no esterificado,

es metabolizado. Por acción de ciclooxigenasas da origen a las

prostaglandinas (Bergstróm y col., 1964; Dorp y col., 1964;



Lands, 1979) y por medio de las lipooxigenasas origina leuco
trienos (Borgeat y Samuelsson, 1979).

La glándula tiroides de varias especies animales sinte

tiza y libera diferentes prostaglandinas: PGE2,PGan ,

6 ceto P91 y tromboxano B (Yu y col., 1972, Burke, 1973;a 2

Friedman y col., 1975; Haye y Jacquemin, 1977; Takasu y col.,

1981 a).

Levasseur y col.,(l981)describieron en tiroides de ratón
la formación del ácido 12-L-hidroxi 5-8-10-14 eicosatetranoico

(12-HETE),uno de los principales productos de las lipooxige

nasas. Boeynaemsylcol., (1981 a), encontrartnlentiroideS' de

rata, dos nuevos metabolitos del tipo de leucotrienos, un áci

do monohidroxi-diceto eicosatrienoico y un ácido dihidroxi-mg
nocetO-eicosatrienoico.

Con el objeto de estudiar la formación de derivados yodg
dos del ácido araquidónico en los cortes tiroideos bovinos,
se analizó el.efecto de diversas drogas bloqueantes'del meta
bolismo de dicho ácido.

La presencia en el medio de incubación de mepacrina, co

nocido inhibidor de la fosfolipasa A2 (Lands (1979)
produce una significativa disminución en el porcentaje de

formación de yodolípidos, por lo que la disponibilidad del

ácido araquidónico,sería un factor limitante en la yodación

de lípidos,ya que al inhibir la hidrólisis del PI disminuye
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en forma muymarcada la cantidad de yodolïpidos sintetizados.

La indometacina, droga inhibidora de la síntesis de pros

taglandinas (Vane, 1971) provoca un aumento importante y sig

nificativo en la biosIntesis de yodolïpidos, posiblemente de

bido a que el bloqueo en la via metabólica de las prostaglan

dinas,causa un aumento en el pool de ácido araquidónico libre,

estando dicho sustrato en condiciones de yodarse.

El ácido araquidónico es muysensible de yodar. Henders

son y col.,ü983kbservaron que el ácido araquidónico en pre

sencia de Fe, H O2 y solución de lugol forma diversos deriva2

dos yodados de acuerdo a la yodación en las distintas posicio

nes de la molécula. Boeynaemsy Hubbard,(1980ay1» describieron

la formación de varios productos yodados al incubar ácido ara

quidónico, IK y H202en presencia de lactoperoxidasa.

Turk y col., (1983) han encontrado una familia de yodo

compuestos derivados del ácido araquidónico, al incubar dicha

sustancia con IK, 02 y distintos tipos de peroxidasas, taeH2

les comolactoperoxidasa, mieloperoxidasa y peróxidasa de
eosinófilos.

El hecho que más del 60%de la radioactividad de los

yodolípidos corresponda a ácidos grasos libres yodados y dada

la importancia en la disponibilidad de ácido araquidónico,pa¿

ra que se sinteticen dichos compuestos,nos permiten postular
que los derivados yodados del ácido araquidónico son los yodo
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lípidos que se biosintetizan en mayorproporción en la ti

roides bovina. Aunqueno hay que descartarla presencia de de

rivados yodados de otros ácidos grasos poliinsaturados en la

célula tiroidea,tales comoácido linoleico, linolénico, o dg
cosahexanoico. A tal respecto Boeynaemsy'col., (1980a)deter

minaron que este último ácido es transformado en su yodo J

lactona correspondiente, por acción de lactoperoxidasa.

Los derivados yodados del ácido araquidónico, en forma _l\\

de ácidos grasos libres, yodohidrinas están en equilibrio con

sus formas lactónicas (Turk y col., 1983). La presencia de

más del 20%de la radioactividad de los yodolípidos,en la zo

na de lípidos neutros,nos permiten predecir que parte de di
chos yodolipidos neutros corresponden a las diferentes yodo

lactonas que pueda formar el ácido araquidónico. Al respecto

BoeynaemsyrHubbard(1980a)detectaron yodo ¿lactona del ácido

araquidónico durante la incubación de tiroides de rata con

yoduro y ácido araquidónico exógeno, cuya sintesis es inhibi

da por metilmercaptoimidazol.

Haye y col.,(1973) Haye y Jacquemin,(l977)determinaron

que la TSHestimula la actividad de la fosfolipasa A2 aumen
tando la disponibilidad de ácido araquidónico, sin embargo
existen resultados contradictorios acerca de la estimulación

de la TSHsobre la síntesis de prostaglandinas.

Burke y col., (1973); Yu y col., (1972) demostraron que

la TSHy el AMPcIclico aumentan los niveles de prostaglandi
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nas E y F en células tiroideas bovinas. Éurke, (1973) en ti

roides de rata y ratón y Hayey col., (1974) en tiroides por

cina obtuvieron resultados similares.Igarashi y Kondo, (1981)

observaron un aumento transitorio en los niveles de PGE2en
folículos tiroideos porcinos a través de un estimulo en la

hidrólisis del fosfatidilinositol y acumulaciónde diacilgli
cerol.

Sin embargo, Burke, (1972) en tiroides bovina y Boeynaems

y col., (1979a)en tiroides de perro¡no han observado efecto
alguno de la TSHo el AMPciclico en la liberación de prosta

glandinas. Haye y Jacquemin,(1977h Igarashi y KondoÁl981a)de

mostraron que la magnitud de la respuesta a la TSHes muy pe

queña, debiéndose utilizar altas concentraciones de TSHpara

obtener respuesta.

En cuanto a la acción de la TSHsobre la biosintesis de

leucotrienos Lavasseur y col.,(1983)comprobaron que el 12-}EEE

está sujeto al control de la TSHen tiroides de ratón¡a tra
vés de la estimulación en la incorporación de dichos compues

to a fosfolipidos totales.

Al estudiar la acción de la TSHsobre la biosintesis de

yodolipidos se observó que dicha hormona causa un aumento sig

nificativo a tiempos cortos de incubación (30-45 minutos), de
sapareciendo dicho efecto a tiempos más prolongados, en tanto

la formación de yodoproteinas es estimulada por la TSHa to

dos los tiempos de incubación. Estos resultados están en con
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cordancia con lo hallado-por Igarashi y Kondo,(l980aquienes

demostraron que la TSHproduce un aumento transitorio en el
recambio del fosfatidilinositol aumentandode esta manera el

pool de ácido araquidónico libre.

Podemos predecir que la acción de la TSHen la formación

de yodolipidos se deberia a un aumento en la producción de áci

do araquidónico, a través de un estimulo en la fosfolipasa A2,
siendo dicho paso limitante para que dicha biosíntesis ocurra.

Por el contrarn)1a cantidad de tiroglobulina almacenada no es

limitante para que ocurra su yodación por lo que la TSHesti

mula en forma continua la formación de yodoproteinas.

Dado que a una concentración de 20mU/mlde TSH se alcanza

una meseta en la formación de yodoproteínas, en tanto que la

de yodolipidos continua en aumento, aún con dosis de 40mU/ml

de hormona, nosindica que la magnitud en la respuesta a la

TSHes distinta para la biosintesis de yodoproteinas y yodo

lipidos, siendo estos últimos más sensibles a mayores concen
traciones de hormonatirotrófica.

Cuandose analizó la influencia de la triyodotironina 59
bre la formación de yodolipidos, se encontró que la misma pro

duce un aumento transitorio en los valores de yodolipidos(30

minutos de incubación), en forma análoga a lo producido por

TSH. Estos resultados nos permiten sugerir que el mecanismo

de acción de la T3 en la formación de yodolipidos seriasflnúlar
al ejercido por la TSH,o sea un aumento transitorio en la h;
drólisis del fosfatidilinositol, aumentandode esta manerala
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disponibilidad de ácido araquidónico susceptible de yodinarse.

En la Fig. 39 se resume la regulación de la biosïnte

sis de los yodoleidos en relación al metabolismodel ácido

araquidónico.

Dado que más del 60%de los yodoleidos formados en la

tiroides bovina corresponden a ácidos grasos libres yodados,

entre los cuales derivados yodados del ácido araquidónico, pg

siblemente se encuentran en mayor proporción, se decidió reali

zar la síntesis orgánica de dichos compuestos,para determinar
su importancia en la fisiología tiroidea, comoasI también en

el mecanismoautorregulatorio.

El primer yododerivado que se sintetizó correspondió a

yodohidrinas de ácido araquidónico, impurificadas con dicho

ácido, denominándose a tal mezcla AI. Se analizó su acción sg

bre diferentes parámetros tiroideos. Sherwin y Tong, (1974)

demostraron que la preincubación de células aisladas tiroideas

con yodo,disminuye la captación del mismo. Berckowitz y col.,

(1981) obtuvieron resultados similares en cortes de tiroides

de gato. Este efecto del yodo se anula por la administración

previa de PTUo MMI, por lo que la acción inhibitoria del

yodo es mediada a través de un compuesto yodoorgánico e intra

tiroideo aún no identificado (Halmi y Spirtos, 1954; 1955;

Wollman y Redd, 1958; Berckowitz y col., 1981).

Se estudió la acción del AI sobre la captación del 1251,

comprobándose que dicho yodolípido inhibe en forma muy marca
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da la relación T/Mdel trazador. El ácido araquidónico, en una

concentración 10-4M, disminuye en forma similar dicho paráme
tro.

Levitzki y Helmreich,(l979)han demostrado que el ácido

araquidónico,comoasí también otros ácidcsgrasos poliinsatura
dos aumenta la fluidez de la membranacelular, interfiriendo

en el acople del receptor de la TSHa la adenilatociclasa.

Es probable que el mecanismode acción de AI saasimilar

al del ácido araquidónico, modificando ambos la fluidez de la

membranacelular y provocando de esta forma una disminución en

la eficiencia de la bombade yodo, lo que trae aparejado una

inhibición en la captación del halógeno. El AI disminuye el
125T/Mdel I en una relación dosis-respuesta. El hecho de que

dicho compuesto tenga acción biológica, aún con concentraciones

tan bajas como10-8Mindica su relevancia fisiológica.

Con el objeto de comparar la acción inhibitoria del IK

con la producida por el AI se preincubaron los cortes tiroideos

con IK en diferentes concentraciones, y luego de un pulso de
1251 hora con I se determinó la relación T/M. El IK inhibe só

4-5.10-6, no teniendo efecto a concentraciolo en el rango 10

nes menores. Dichos resultados concuerdan con lo observado por

Berckowitz y col.,(1981)quienes determinaron que la preincuba

ción de cortes tiroideos de gato con IK disminuye la captación
4 -6de yodo sólo en concentraciones comprendidas entre 10- —10 M.

Comohemos mencionado anteriormente la cantidad de yodo
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lipidos formados, luego de incubar los cortes tiroideos bovi

nos con 1251 varia entre 3-20%, de acuerdo a la glándula es

tudiada, por lo que se esperaría que incubaciones con IK en

6 7- 3.10_8M de yodouna concentración 10- Morigine entre 2.10

lípidos. Alrededor de un 60%de los mismos corresponden a los

ácidos grasos libres yodados, cuyas concentraciones oscila
7_10-8rian entre 10- M, dado que las yodohidrinas del ácido ara

quidónico constituirian la mayorparte de los ácidos grasos

yodados,.es de esperar que comoresultados de incubaciones con

IK lO-GM,la concentración de AI intracelular sea inferior a

10-7- lO-BM,por lo que es dable de esperar que si la acción

del IK es mediada a través de su conversión a AI, concentra

ciones de IK inferiores a 10-6Mno produzcan acción biológica.

Otra conclusión, no menos importante, es que el estudio

de dicho parámetro tiroideo se realizó en presencia de metil

mercaptoimidazol (excepto en las preincubaciones con IK), de

1251, sólo semanera que al bloquear la organificación del

pueda medir la captación del halógeno. De esta manera se des

carta una posible acción de otro yodocompuestoque pudiera

originarse a partir del yodo proveniente de la deshalogena

ción del AI, ya que la formación de dicho hipotético compues

to estaria bloqueada.

Mortony col.,(l944)observaron que al incubar cortes ti

roideos ovinos con dosis creciente de yodo , aumenta en forma

gradual.la<Jrganificación del halógeno, hasta una concentración

critica, por encima de la cual se produce una inhibición.

Wolff y Chaikoff,(l948 a y c),reprodujeron dichos resultados
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trabajando in vivo. Ingbar y col.,(1972)han postulado que el

yodo produce tal efecto a través de un yodocompuestoorgani
ficado e intracelular.

Los resultados obtenidos en los cortes tiroideos prein
. -4 . .cubados con AI en una concentraCión 10 Mmuestran una 1nhl
125bición en la organificación del I (entre un 40-80%de acuer

do a la glándula sometida a estudio).

Al comparar la acción del AI y del IK a diferentes dosis

se obtuvo una similitud en la respuesta a la organificación

en prácticamente todas las concentraciones ensayadas de am
4bos yodocompuestos (10- -10_8M), estos resultados nos permi

ten postular al AI comoel mediador del efecto Wolff-Chaikoff .

El ácido araquidónico "per se" no altera la organifica

ción del yodo en los cortes tiroideos bovinos bajo nuestras

condiciones experimentales. Sin embargo Boeynaemsy col.,

u980b)han encontrado estimulación en la yodación de proteínas
en cortes de tiroides canina preincubados con dicho ácido. Una

explicación a tal discrepancia podria ser las diferentes espe
cies utilizadas. Otra hipótesis podria ser diferenciasen los

estados fisiológicos en las glándulas a estudiar,lo que dete;
mina el tipo de respuesta. Al respecto, Gerard y col.,(1981)

observaron un comportamiento dual (inhibición o estimulación)
125sobre la organificación del I en células tiroideas porci

nas, dependiendodel estado fisiológico de la glándula.

El hecho que el ácido araquidónico no influya sobre la
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organifiación del yodo, descarta una posible acción inespecí

fica del AI, o bien que si se deshalogenase intracelularmente

sea el ácido araquidónico originado el responsable de tal ac
ción inhibitoria.

Dadoque el AI inhibe la captación de yodogor hacélula

tiroidea, fenómenoa nivel de membranacelular, se podria es

1251, sea la causaperar que la disminución en la entrada de

de la inibición observada en la organificación del trazador,

actuando en tal caso el. AI sólo a nivel de membrana. Sin eg

bargo,elhedK>de<mmzAIinhiba la organificación en homogenatos

tiroideos, nos indica una acción intracelular.

Los efectos inhibitorios del AI sobre la acción estimu

latoria de la TSH en la incorporación de 125I a proteínas,

nos muestra que el AI afecta tanto los valores basales como
los estimulmkmdela función tiroidea.

Pisarev y col.,(1976); Kleimande Pisarev y col.,(1978)

han demostrado que el yoduro, a través de un compuesto organi

ficado, inhibe la incorporación de 3H-uridina a RNAen cortes
de tiroides bovina.

Con el objeto de determinar la acción del AI sobre dicho

parámetro, se preincubaron los cortes en presencia de AI, mi

diéndose luego la captación del precursor, comoasi también
la sintesis de RNA.

El AI inhibió en forma altamente significativa la entra
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da del trazador a la célula tiroidea, comoasi también la

sintesis de RNAcorregida por la captación (actividad especi
fica relativa), en base a estos resultados se podrfiiconcluir
que el AI actuaría tanto a nivel de la membranacelular, blo

queando la entrada de la uridina marcada, comoprobablemente

a nivel nuclear, inhibiendo la sintesis de RNA.

El ácido araquidónico"per se"no produjo ningún efecto,

lo que prueba especificidad en la acción del AI.

Otra conclusión importante de señalar es que la presen
cia de MMIen el medio de incubación no modifica las inhibi

ciones producidas por el AI, lo que descarta la posible acción

de otro compuesto yodado derivado de una eventual deshalogena
ción del AI.

Comoya hemos mencionado, el AI es una mezcla de una o

varias yodohidrinas (I-OH-A)del ácido araquidónico, impurifi

cadas con dicho ácido. Se aislaron dichas yodohidrinas, carag
terizando sus estructuras químicas mediante espectroscopia de

13resonancia magnética nuclear 1Hy C, por comparación del es

pectro de' I-OH-Acon el del ácido araquidónico.

El análisis RMN-lHnos indica un desplazamiento de las

señales de los protones olefinicos 14 y 15 observadas en el

ácido araquidónico (triplete, 5.40 ppm), detectándose en di

chas posiciones multipletes de 4.15 ppm (c-g-1; C14 ó C15),

y de 3.66 ppm (C-g-OH ; C14 ó C15). Dicho resultado es dable

de esperar ya que el grupo hidroxilo produce un efecto de ma
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yor protección sobre el protón que el provocado por el yodo,

ésto se traduce en una señal a campos magnéticos mayores.

El espectro RMN-13Cde I-OH-A nos muestra un desplaza

miento de las señales de los carbonos ubicados en las posicig

nes 14 y 15 observadas en el ácido araquidónico (128.90

130.35 ppm), observándose un pico de 18-21 ppm (g-H-I; C14 ó
).C15) y otro de 70-73 ppm (g-H-OH; C ó C114 5

En base a estos resultados, se puede predecir que el

I-OH-A presenta en las posiciones 14 y 15, un grupo-OH y un

átomo de yodo, en forma indistinta, por lo que su estructura

corresponde a una mezcla isomérica de ácidos 14 yodo-15 hi

droxi y 14 hidroxi-15 yodo eicosatrienoico 5-8-11.

El I-OH-Ase encuentra en equilibrio con su forma cicli

ca, la yodo W lactona (IL-W), predominando una u otra forma

de acuerdo al pHdel medio. A pH alcalino el equilibrio está

desplazado hacia la estructura abierta I-OH-A.

Turk y col.,(1983)obtuvieron comoproductos principales

yodolactonas del ácido araquidónico, durante su yodación en

zimática a pH áCido.

Se sintetizó la IL-Wdeterminándose su estructura quimi
3C. El estudio de resonanciaca por espectroscopïa RMNJHy 1

protónüxareveló que por efecto de la lactonización se produce

un aumento en el desplazamiento químico en el H de la posición



14 ó 15 (C-g-OH), debido a que dicho protón se encuentra me

nos protegido, hecho que no ocurre en el I-OH-A.

Al analizar el espectro RMN-13Cla señal del C14 o C15

(g-H-OH) de I-OH-A se desplaza a campos magnéticos menores

en la IL-Wpor efecto de la lactonización, apareciendo además

la señal del C ó C 5 perteneciente al g-I.14 1

Otra observación importante, es que en la IL-Wse produ

ce un desplazamiento de la señal en el C13, en el isómero 14
yodo 15 hidroxi W lactona, lo que confirma que la IL-w es una

mezcla isomérica de los ácidos 14 yodo-15 hidroxi y 14 hidroxi

15 yodo eicosatrienoico 5, 8, ll Wlactona.

Nuestros resultados coinciden con los trabajos realizados

por Boeynaemsyrcol.,(198%);Turky col.,(1983)quienes caracteri
zaron la estructura quimica de la IL-Wpor espectroscopia de

1RMN-H y de masa. Dichos autores obtuvieron la Wyodolactona

por yodación con lactoperoxidasa del ácido araquidónico.

El tercer yododerivado del ácido araquidónico que se ana

lizó fue el ácido 5 hidroxi-G yodo eicosatrienoico 8, 11, 14

Slactona (IL-5) sintetizado por yodación del ácido araquidó

nico en presencia de H<y H202 a pH alcalino.

El espectro RMN-IKrevela la presencia de un grupo OHen

posición 5 y un átomo de yodo unido al C lo que provoca un mg6

nor desplazamiento quimico de los protones ubicados en dichas
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posiciones en el ácido araquidónico. Dicho efecto se debe a

que ambos protones cambian su conformación de SP2 a SP3.

l . .3C se observa una disminuAl realizar el espectro RMN

ción muymarcada en el desplazamiento químico del C6 por efec
to del I. De esta forma se confirma la estructura química de

la IL-Á , en coincidencia con lo obtenido por Boeynaemsy col.,

G980aL

La IL-É es muy estable tanto a pH ácido como alcalino, por

lo que su conversión en su forma abierta es mínima, a diferen

cia con lo que ocurre en la IL-W.

Se estudió la correlación entre actividad biológica sobre

diferentes parámetros tiroideos y las modificaciones en la es
tructura química de los yododerivados del ácido araquidónico
sintetizados.

El I-OH-Ainhibe la captación de yodo en forma altamente

significativa, aún con concentraciones lO-GM,la IL-Wtiene me

nor efecto , en tanto la IL-g no la altera.

Estos resultados nos indican que para que se evidencien

efectos a nivel de la membranacelular es necesario la presen

cia de un átomo de I y un grupo OHen las posiciones C ó C1514

en forma de yodohidrina (aciclico).

Si bien el I-OH-A'posee una mayor potencia que la evi
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denciadaporefi.AI, no se pueden sacar conclusiones al respecto,

ya en el AI el I-OH-Aestá impurificado con ácido araguidóni

co, el cual también influye negativamente sobre la captación

del halógeno.

En cuanto a la acción de dichos yodocompuestos sobre la

organificación del yodo se observa que el I-OH-Ay la IL-Win

hiben en forma muymarcada, tanto los valores basales como los

estimulados por TSH, en tanto la IL-S'ruoduce una reducción

leVemente menor en dicho parámetro. Estas observaciones nos

permiten ¡nsunar que el mecanismo de acción de estos compueg

tos seria diferente a nivel intracelular, pudiendoactuar los
mismosen forma de lactona,olfienseproducirïa'1a apertura del
ciclo en el interior de la célula, ocurriendo a continuación

la acción biológica.

La acción inhibitoria de I-OH-Aes más potente que la

producida por AI lo cual es dable de esperar, ya que el áci

do araquidónico presente en el AI no modifica la organifica

ción del yodo.

Dado que el I-OH-A disminuye la incorporación de 1251

a yodoproteïnas entre un 35-80%de acuerdo a la glándula estu

diada, se determinó el contenido intratiroideo en cada glándu

la analizada, correlacionándose con el porcentaje de inhibi
ción.

El hallazgo de una relación inversa entre la concentra

ción intratiroidea del yodo y el grado de inhibición provee
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tajes de inhibición. En este sentido cabe señalar que Vander

laan y Caplan,(1954)determinaron una relación inversa entre

la respuesta de la bomba de yodo a la TSHy el contenido in

tratiroideo de dicho halógeno. Rapoport y col.y(l975)han de

mostrado que en ratas alimentadas con una dieta rica en yodo

la función tiroidea está disminuida. Saddoky col.,(1978)de
mostraron en ratones una relación inversa entre cantidad de

yodo organificado y respuesta de la tiroides.

Pisarev y Kleimande Pisarev,(1981)encontraron una inhi

bición de la síntesis basal de proteinas y de RNApor acción

del yoduro y yodotironinas en tiroides bovina. Los mismoses
tudios realizados en Buffalo (Estados Unidos de Norteamérica)

no produjeron inhibiciones en los valores basales, pero si en

los estimulados por TSH.Tales discrepancias se deberian al

diferente contenido intratiroideo de yodo entre los tejidos
obtenidos en la Argentina y los de Buffalo. En estos últimos

el contenido fue mayor.

Los resultados aquí obtenidos indican que tiroides con

un contenido bajo en yodo, la concentración intratiroidea de

I-OH-Aestaría también disminuida, siendo dichas glándulas

más sensibles a la acción inhibitoria del I-OH-Aexógeno. En

tiroides con un contenido en yodo, relativamente alto, la ma

yor concentración endógena de I-OH-Aproduciría una disminu

ción en la función tiroidea, disminuyendopor lo tanto la
sensibilidad a la acción del I-OH-Aexógeno.
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Con el objeto de estudiar el mecanismode acción del

I-OH-Asobre la organificación del yodo, se analizó por cro

matogradía en papel la influencia de dicho compuesto sobre los

diferentes metabolitosde1.yodo.

El I-OH-Adisminuye la formación de yodotironinas (MIT

y DIT), sin alterar los valoresde hormonas libres (T3 y T4).

Una conclusión importante al respecto, es que el I-OH:Ainhi
biria ala peroxidasa tiroidea a nivel de la yodación de resi
duos tirosilo de la tiroglobulina, sin modificar la reacción

de acoplamiento de las yodotirosinas que producen T3 y T4.

No se conoce bien el mecanismode la acción inhibitoria

del yodo sobre su organificación (efecto Wolff-Chaikoff), aun
que varias son las hipótesis postuladas.

Fawcett,(l968)ha sugerido que el yodo en altas cóncentra
ciones reaccionaría con grupos sulfaülos yodados, interme

diariosde la yodación de la tiroglobulina, bloqueando de esta

forma dicho proceso.

Nunez y Pommier,(1982)postularon que la peroxidasa ti

roidea tendría dos sitios,auno de los cuales se uniría un ra
dical libre I°y al otro un grupo tirosilo, por interacción
de ambossitios se originarían las yodotirosinas. Un exceso

de yodo bloquearia la unión del resto tirosilo.

Nuestros resultados indican que el I-OH-Apodria actuar

a este nivel, aunque no debería desxniarse una inhibición en
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Resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio

muestran que el I-OH-Adisminuye la actividad de la peroxida

sa tiroidea en la reacción de yodación realizada'ün vitro? con

la preparación enzimática, IK y H202. Dichos resultados suge
ririan una posible inhibición del I-OH-Aen la unión del yo
duro a su sitio enzimático.

Al analizar diversos parámetrostiroideos, la acción es+

timulatoria de la TSHes inhibida por el exceso de yodo. Al

respecto, se han realizado estudios tendientes a aclarar el

mecanismode acción del yoduro sobre el sistema adenilatoci
clasa-AMPcIclico.=

Van Sade y Dumont,(l973; Van Sade y col.,(1975)demostra

ron que el yoduro produce una inhibición sobre los niveles de'

AMPcIclico estimuladmspor TSH. La presencia de de KClO MMI4!

ó PTUsuprimental efecto inhibitorio. Dichos autores conclu

yen que el yoduro ejerce su acción a través de un compuesto

organificado e intracelular, aún no identificado.

Pochet y col.,(l977) Sherwin y col.,(1982) han obtenido

resultados similares en cortes de tiroides equina y de gato,
respectivamente.

Los presentes estudios demuestran que el I-OH-Aproduce

una marcada inhibición en la producción de AMPcïclico estimu

íada por TSH. Dicho hallazgo es otro importante punto de apoyo
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inhibitoria del yoduro.

Van Sade y col.,(1977),demostraron que el yoduro no afeg

ta la degradación de AMPcIclico. Pisarev y cd1.xl971a)Rappo
port y col.,(1975k Van Sade y col.,(197n, observaron que el

yodo no modifica la actiVidadde la fosfodiesterasa. En base a
dichas observaciones el I-OH-Aactuaría a nivel de la sintesis

de AMPcIclico.

Pochet y col.,(1977» han sugerido que el yoduro a través

de'su‘intermediario podría modificar la subunidadcatalitica

de la adenilatociclasa, por lo que el I-OH-Apodria responder
a dicho mecanismo.

Al analizar la acción de los diferentes yododerivados

del ácido araquidónico sobre la incorporación de 3H-uridina

a RNAtiroideo, solamente el I-OH-A 10-4M produce un efecto

inhibitorio sobre la captación del precursor y la actividad

específica del RNAsintetizado, pero como ambos son del mismo

rango, la sintesis de RNAcorregida por la oferta del precur

sor o actividad especifica relativa (A.E.R.) no está inhibida.

Esto nos permite deducir que el I-OH-Aafecta el transporte

de la 3H-uridina, posiblemente por una alteración de la estrug
tura de la membranacelular. La inhibición de la A.E.se puede
atribuir a una disminución en la oferta de 3Huridina.

Dichos efectos se confirman al realizar los estudios de

incorporación de 3Huridina a RNAobviamïala entrada del pre_
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cursor. El I-OH-Ano altera la A.E. del RNAsintetizado, pro

duciendo en cambio un aumento en la salida del precursor del

corte hacia el medio de incubación, efecto que ocurre a nivel
de la membranacelular.

El hecho que el AI inhiba tanto la captación de 3H-uridi

na a RNAcomo la A.E.R. y que el I-OH-A afecte solo el primer

parámetro se podría atribuir a que en el AI, la presencia de

ácido araquidónico en el I-OH-Ahaga que este último inhiba la
A.E.R.

Los estudios sobre actividad transcripcional realizados

nos muestran que el I-OH-A no modifica la actividad de la RNA

polimerasa I (nucleolar), reSponsable de la sintesis de RNAri

bosomal, ni tampoco la de la RNApolimerasa II (nucleoplasmáti

ca), sintetizadora del RNAheterógeno nuclear.

En base a estos resultados, se puede inferir que el I-OH-A

no actuaria en forma directa sobre la sintesis del ácido nu
cleico, sino queproduciría cambios citoestructurales que res

tringen la posibilidad del precursor en el interior del núcleo,
causando una disminución en la incorporación del.mismo al RNA
sintetizado.

Sin embargo Pisarev y col., (1976); Kleiman de Pisarev

(1978) demostraron que el IK a través de un cOmpuesto organifi

cado e intracelular inhibe la incorporación de 3H-uridina a RNA

tiroideo, tanto en condiciones basales comoestimuladas por

TSH.Dichos autores postularon que la acción inhibitoria estaria
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a nivel de la sintesis de RNA,ya que no se le altera la cap

tación de uridina, el pool de precursores radioactivos, ni la

degradación del ácido ribonucleico.

Nuestros resultados muestran que el I-OH-Amodifica la

captación de la 3H-uridina, no mimetizando el efecto inhibito

rio del yoduro a nivel de la síntesis de RNA,al respecto de

berán realizarse estudios adicionales para aclarar tal punto.

En la Fig. 40 se observan un resumen de los efectos de

I-OH-Ay IL-Wsobre los diferentes parámetros "in vitro" anali
zados.

El yodo ha sido utilizado desde tiempos remotos, comohe

mosvisto en la Introducción, para el tratamiento del bocio y
del hipertiroidismo.

Katakai y col., (1966) observaron que la administración

de IK a ratas hinofisectomizadas inhibe la acción bociógenica

de la TSHexógena. Pisarev e Itoiz (1972) demostraron que el

tratamiento en ratones con IK bloquea los efectos estimulato

rios de la TSHsobre el crecimiento tiroideo. Valenta y col.

(1982) encontraron que en ratas sometidas a dietas pobre en

yodo durante 5 semanas, se produce bocio, la administración de

IK provoca una reducción del 50%del peso tiroideo, sin haber

variado los niveles sericos de TSH. Las bases bioquímicas del

mecanismo de accion antibocióoeno del IK no se conocen hasta el

presente.
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FIGURA 40

EFEC'IOS"IN VITRO" DE I-OH-A e IL-W SOBRE LOS

DIFERENTES PARAMETROS TIROIDEOS UTILIZADOS
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Dados los efectos inhibitorios del AI y los yodolipidos

puros ya descriptos en los cortes tiroideos (captación y or

ganificación del yodo, incorporación de uridina al RNAtiroi

deo, producción de AMPciclico), se decidió estudiar la acción

"in vivo" de dichos compuestos, comparándola con la producida

por IK y T3. En ratones tratados con agentes bociógenos, como

el MMI,la administración diaria de ZOQ/ügde IK reduce par
cialmente 1a producción del bocio (-52%)¡el AI la inhibe en

forma muy marcada (-90%). La potencia de AI es tal, que a do

sis tan bajas comol ug/dialse inhibe la bociogénesis en un

grado similar a la producida por T3 en dosis equimoleculares.

Al estudiar la acción antibociógena de los yodocompuesto

puros derivados del ácido araquidónico se obtuvieron resulta

dos similares. I-OH-Adisminuye significativamente la bdcio

genesis inducida por MMI, IL-Wy IL-Í la inhiben en menor me

dida, mientras que el ácido araquidónico "per se" no tiene
efecto. Dichos resultados concuerdan con lo observado "in vi

tro" en la organificación del yodo.

El tratamiento diario de ZOO/ugde IK reduce en forma
parcial la producción de bocio, en tanto que una dosis diaria

de 1.25 flg de la sal yodada no la altera.

Una conclusión importante al respecto es que I-OH-Atie

ne una acción directa sobre dicho parámetro tiroideo. El hecho

que el ácido araquidónico no tenga efecto, descarta una acción

inespecifica, por otra parte 1.25 [bg de IK, dosis equivalente



al contenido total del halógeno en los á/zg de I-OH-Ainyecta
dos, tampocotiene efecto/lo que descarta una posible acción

de otro compuesto yodado derivado de una eventual deshalogena

ción de I-OH-A. El hecho que el agente bociógeno utilizado

(MMI)inhiba la organificación del yodo reafirma tal hipótesis.

Otra conclusión, no menos importante,es que son suficien

tes 3 dias de tratamiento con I-OH-Apara que su efecto anti

bociógeno se manifieste.

Al analizar los niveles séricos de T3 y T4 se observa
que tanto I-OH-A como IL-S no los modifican luego de 10 días

de tratamiento.

Los valores de TSHa diferentes tiempos (1-24 horas)

luego de una dosis de I-OH-A a ratas tratadas con MMIno pre

sentan cambios significativos. El tratamiento prolongado de

I-OH-A (3 y 25 dias) tampoco produce modificaciones en los

niveles séricos de TSH. Dichos resultados implican que dicha

yodohidrina tendria una acción inhibitoria directa sobre la

tiroides, independientementede la hipófisis.

Los posibles mecanismos de acción antibociógena de L4XFA

podrian ser:

1) Inhibición de la acción de la TSHa su receptor de membrana
en la célula tiroidea.

2) Disminución en los niveles de AMPcIclico estimulados por la
TSH.
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Los resultados obtenidos in vitro avalan esta última hi

pótesis. No hay que descartar un efecto directo de I-OH-Aen

tejidos periféricos aumentandola metabolización de la TSH.Al

respecto cabe mencionar los trabajos de Klebanoff y col.,(1982

y de Turk y col., (1983) quienes encontraron una familia de

yodocompuestosderivados del ácido araquidónico al incubar di

cho ácido con IK, HZO2y peroxidasa de eosinófilos, estando di
chos compuestos involucrados en mecanismos de detoxificación
celular.

Los presentes estudios apoyan la idea que I-OH-Asería

el mediador de la acción autorregulatoria del yoduro y abren

la posibilidad de su futura aplicación terapeútica.



CONCLUSIONES



- 233 _

V-CONCLUSIONES

Comose ha mencionado anteriormente la glándula tiroides

posee un cierto grado de autonomia a través de la acción direg

ta del yoduro sobre la misma, mecanismo conocido como autorre

gulación.

El yoduro no ejerce su acción como tal sino mediado por la

formación de un yodocompuestoorgánico e intracelular. La na
turaleza del mismono ha sido aún identificada.

Los resultados aquí expresados muestran la importancia de

la tiroxina en la autorregulación. En base a los estudios rea

lizados, se ha podido responder a los interrogantes planteados
en la Introducción de esta manera:

- La T4 penetra dentro de la célula tiroidea mediante un me
canismo especifico y dependiente de la temperatura.

- La T4 es deshalogenada en forma significativa a T3 por lo
que en tiroides actuarIa comouna prohormona tal comoocu

rre en los tejidos periféricos. Esto no descarta que la T4
tenga acciones "per se".

- El mecanismode la S'deiodinación de T4 a T3 seria diferen
te al observado en los tejidos periféricos.

Se estudió también el papel de los yodolípidos en la

autorregulación tiroidea. Los presentes resultados indican:
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La biosintesis de yodolipidos está mediada por una peroxi

dasa tiroidea, existiendo una correlación altamente signi

ficativa entre dicha biosintesis y la de las hormonastiro;
deas.

Los yodolípidos endógenos se encuentran en forma libre, no

asociados a la tiroglobulina a diferencia de las yodotiro
ninas .

La tirotrofina y la triiodotironina regulan su biosintesis
estimulando a tiempos cortos de incubación.

Los yodolipidos endógenos se encuentran preferencialmente

en las fracciones mitocondriales y microsomaleslricas en
peroxidasas.

Los yodolipidos más abundantes corresponden a ácidos grasos

libres (posiblemente derivados yodados del ácido araquidó

nico)y lípidos neutros (yodolactonas de dichos derivados).

Yodolipidos sintetizados en nuestro laboratorio tales como

la mezcla isomérica de l4-yodo-15 hidroxi y 14-hidroxi-15

yodo eicosatrienoico 5-8-11 (I-OH-A)inhiben diversos pará

metros tiroideos: captación y organificación del yodo, in

corporación de uridina a RNA,liberación de AMPcIclico es

timulada por TSH. En este sentido estos compuestos mimeti

zan la acción del yodo sobre la tiroides.

Existe una relación inversa entre el grado de inhibición de



I-OH-Aen la organificación del yodo y el contenido

intratiroideo del halógeno.

Otros yodocompuestos puros tales como la mezcla isomé

rica de ácido l4-yodo-15-hidroxi y 14-hidroxi-15-yodo

eicosatrienoico 5-8-11 Wlactona (IL-W) y el ácido 5

hidroxi-G- yodo eicosatrienoico 8-11-14 latona (IL-S)

disminuyen con menor potencia los parámetros anterior
mente mencionados.

I-OH-A y en menor grado IL-W y IL-S inhiben la produc

ción de bocio en ratas y ratones.

Estos resultados demuestran que los efectos observados

no son aleatorios y que existiría una relación entre
estructura y acción biológica.

Dado que estos yodocompuestos mimetizan la acción del

yodo, y son sintetizados por la glándula, proponemosque

los mismos, juegan un papel en el mecanismo autorregula

torio tiroideo. La demostracion que la T estimula su3

biosIntesis apoya la idea que esta hormonatambién par

ticipa de este mecanismo.
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