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Resumen

El presente trabajo de tesis tienen como objetivo estudiar el rol en la glándula tiroides de

la enzima guanilato ciclasa (GC) y el producto de la reacción catalizada por esta: el GMPc.

En la primera sección se detalla la caracterización parcial de la enzima en tiroides bovinas.

Los resultados obtenidos, demuestran la presencia de dos tipos de GC: una soluble y una

particulada, predominando la actividad soluble (79%) sobre la actividad asociada a membrana

(8%). El tratamiento con Tritón X-lOO incrementa la actividad de ambas enzimas (350% GC

particulada, 70% GC soluble). Con el objeto de descartar cualquier posible contaminación

de la fracción soluble con la fracción particulada y visceversa, se determinó las actividades

de las enzimas en ambos preparados, previamente tratados con activadores específicos para

cada una de ellas: Péptido natriurético atrial (ANP) para la GC particulada y nitroprusiato de

sodio (NP) para la GC soluble. El ANP incrementó Ia actividad en la fracción de membrana

y el NP activó la GC de la fracción soluble, sin observarse ningún efecto del ANP y NP

sobre la enzima soluble y particulada respectivamente, descartando una contaminación de

las fracciones entre sí. Para estudiar el grado de interacción entre la enzima particulada y

la membrana, se sometió al precipitado de la centrifugación de 105.000 x g a tratamientos

con NaCl 0.5 mM, deoxicolato 1%, o Lubrol PX 1%, obteniéndose mayor actividad en las

muestras tratadas con Lubrol PX indicando que la proteína se encuentra fuertemente asociada

a la membrana. Cuando se estudió el comportamiento cinético considerando el complejo

MnGTP como sustrato, la cinética fue michaelína para la GC soluble con un Km de 0.036

mM, mientras que la enzima particulada mostró un comportamiento alostérico positivo con un

S-0.5 de 0.230 mM y un coeficiente de Hill de 1.9, indicando que existen en la enzima, por

lo menos dos sitios de unión para el sustrato. .Con el objeto dc estudiar el efecto de diferentes

concentraciones de manganeso, se determinó la actividad enzimática trabajando en condiciones

de exceso de Mn2+ respecto de la concentración de GTP. Los resultados obtenidos en esta

serie de experimentos, muestra un comportamiento alostérico positivo para la enzima soluble

con un So_5de 1.2 mM y un coeficiente de Hill de 2.9. La cinética para la enzima particulada

ensayada en las misma condiciones, resultó michaeliana con un Km de 0.280 mM. Si bien la



actividad enzimática es altamente dependiente de manganeso, resultó de interés investigar el

efecto sobre la enzima de otros cationes divalentes: Mg2+ y Ca“. Reemplazando el Mn2+

por Mg2+ en el medio de reacción, no se observó actividad de Ia enzima asociada a la fracción

particulada, obteniéndose con la enzima particulada, sólo un 15% de la actividad determinada

en presencia de manganeso. El calcio en ausencia o presencia de concentraciones óptimas

de manganeso, no tuvo efecto sobre la actividad de ninguno de los dos tipos de GC. Con

concentraciones subóptimas de Mn“, se observó un aumento de la actividad en Ia GC soluble

a altas concentraciones de calcio. Este este estímulo sólo representa aproximadamente el 20%

de los valores obtenidos con concentraciones de manganeso óptimas. Con la GC particulada

en las mismas condiciones experimentales se observó una ligera pero significativa inhibición

a concentraciones altas de Ca“.

La segunda parte de este trabajo está dedicada a determinar el posible rol biológico

asociado a la GC soluble en la glándula tiroides. Para este fin se utilizó como modelo ex­

perimental cultivos primarios de tiroides bovinas. La primera serie de experimentos tuvo

como objetivo verificar que en el modelo experimental utilizado, la GC soluble es activable

por el nitroprusiato de sodio (NP). Los resultados obtenidos indican que el NP produce un

incremento en la actividad enzimática que es dependiente de la concentración y del tiempo de

tratamiento, incrementando correlativamente los niveles de GMPc. Dado que el transporte de

ioduro, constituye el paso inicial y limitante en la síntesis de las hormonas tiroideas, se estudió

el efecto del Nl’ sobre la incorporación del halógeno. Se observó una inhibición significativa

de Ia captación de ioduro a las 2 hs de tratamiento con 5 mM de NP en células previamente

tratadas con TSH por 72 hs, sin variaciones sobre los basales (células sin TSH). Este efecto

fue reproducido por un análogo del GMPc (SBr-GMPc), y bloqueado por hemoglobina redu­

cida, sugiriendo que este se encuentre mediado por la vía GC-GMPc. La inhibición producida

por el NP fue también observada cuando las células fueron tratadas con activadore del sis­

tema adenilil ciclasa-AMPc tales como forskolina y análogos del AMPc, indicando que el

compuesto nitrogenado podría estar inhibiendo un efecto de la TSH desencadenado a través

de este sistema de transducción de señales. Sin embargo, el punto de acción sería distal a la



formación de AMPc, dado que los niveles del nucleótido no se encuentra disminuidos. Dado

que la incorporación de iodo a la célula tiroidea se encuentra determinada por un equilibrio

entre la entrada y la salida o eflujo, se consideró de interés evaluar que mecanismo se en­

contraba afectado por el NP. En una primera instancia se estudió el efecto del compuesto

nitrogenado sobre la salida o eflujo de íodo, no observándose diferencias significativas en

las células tratadas con NP respecto al control. Teniendo en cuenta que la incorporación de

ioduro en la célula tiroidea se encuentra inequivocamente ligada a la actividad de la ATPasa

Na+/K+ estimulable, se investigó la acción del NP sobre esta enzima. Los resultados obte­

nidos indicaron una marcada inhibición en la acctividad de la enzima en células previamente

tratadas con TSH por 72 hs sin efectos significativos sobre los cultivos en condiciones ba­

sales. Este efecto es reproducido por SBr-GMPC confirmando que la inhibición se encuentra

mediada por el sistema GC-GMPc.





Abstract

The present Doctoral Thesis work had as an aim to study the role of guanylil cyclase

(GC) and its product, cyclic GMP (cGMP), in the regulation of thyroid function. In the first

section the partial characterization of the enzyme in calf thyroid is presented. The results

obtained showed the presence of two types of GC: one is soluble and comprises around 79%

of total activity, while the remaining is particulate. Treatment with Triton X-100 increases

both activities (350% increase for the particulate, 70% for the soluble enzyme). In order

to rule out the possibility of a contamination of the soluble fraction with the particulate,

and vice-versa, the activity of each of the enzymes was determined after stimulation with

specific activators for each one. The atrial natriuretic peptide (ANP) for the particulate

GC and sodium nitroprusside (NP) for the soluble enzyme. Both compounds increased their

respective effectors and no cross stimulation was observed. In order to analyze the interaction

between the particulate enzyme and the membranes the pellet obtained after centrifugation

at 105,000 x g was treated with either 0.5 mM NaCl, 1% sodium deoxycholate or 11%.

The highest activity was obtained after treatment with Lubrol, suggesting that the enzyme

is strongly associated to the membrane. When the kinetics of the enzyme was analyzed,

taking the complex MnGTP as a substrate, the results showed a Michaelis type kinetics for

the soluble GC, with a Km of 0.036 mM, whereas the particulate GC showed a positive

allosteric behaviour with a Sas of 0.230 mM and a Hill coefficient of 1.9, indicating that the

enzyme has at least two binding sites for the substrate. When the influence of different Mn2+

concentrations was studied, under excess with respect to GTP, a positive allosteric behaviour

for the soluble GC was found, with an 80.5of 1.2 mM and a Hill coefficient of 2.9 The kinetic

of the particulate enzyme under similar conditions was of Michaelis type, with a Km of 0.280

mM. Although the enzyme is highly dependent of Mn“, it was of interest to investigate

the possible effects of other divalent cations, such as Ca2+ and Mg”. The replacement of

Mn2+ for Mg2+ caused a complete disappearance of the particulate enzyme, while the soluble

activity decreased by 85%. Addition of Ca2+ had no effect on either GC. However, with

suboptimum concentrations of Mn“, high Ca2+ concentrations caused an increase in soluble



activity, but it comprised only 20% of maximum activity with optimal Mn concentrations.

With the particulate enzyme a slight but significant inhibition was observed.

The second part of this study examines the role of GC and cGMP in thyroid regulation.

Primary cultures of calf thyroid cells were used as a model. In the first studies the stimulation

of soluble GC by NP was confirmed. This increase is time and concentration- dependent, with

a correlative increase in cGMP concentrations. Iodide uptake is the limiting step in thyroid

hormone biosynthesis and a typical functional parameter. Therefore it was determined as an

index of thyroid function. In cells treated with TSH for 72 h, addition of 5 mM NP for the

last 2 h caused a significant inhibition of iodide uptake, without change in cells not treated

with TSH. This action was mimicked by an analogue of cGMP, 8Br-CGMP, and blocked by

reduced haemoglobin, thus suggesting that it is mediated by GC-CGMP pathway. NP also

inhibited the stimulation caused by forskolin or analogues of CAMP, indicating that the effect

takes place at this pathway, which would be distal to CAMP generation, since CAMP are not

decreased by NP. The accumulation of radioiodine by thyroid cells is the consequence of the

balance between uptake and effiux. In order to rule out an effect on this last parameter a series

of studies were conducted. The results failed to demonstrate that NP affects iodide effiux,

therefore concluding that it inhibits uptake. Since iodide transport across the membrane

depends of the energy supplied by the Na"’/K+ ATPase the possible effect of NP on the

enzyme was analyzed. The results showed a significant inhibition of the ATPase by NP in

cells treated for 72 h with TSH. This action was reproduced by 8Br-CGMP, thus confirming

the role of GC and cGMP in this process.
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1 La Glándula Tiroides

El tejido tiroideo aparece en los animales con cuerda dorsal, y está presente en todos los

vertebrados. En estos últimos es una glándula cuya secreción endócrina esta compuesta por

sustancias iodadas y es una importante reguladora del metabolismo, el crecimiento y la mor­

fogénesis. En los mamíferos el origen embrionario del parénquima tiroideo, es principalmente

endodérmico, formándose en la pared ventral de la faringe primitiva (tubérculo tiroideo), crece

caudalmente hasta ponerse en contacto con los grandes vasos del cuello. El esbozo tiroideo, en

su descenso, queda unido a la faringe por un tallo hueco denominado conducto tirogloso, que

se atrofia antes del nacimiento. Este parénquima también incluye estructuras epiteliales deri­

vadas de los últimos cuerpos branquiales y su tejido conectivo es de origen mesenquimzítico

[1]. La tiroides humana adulta pesa entre 20 y 40 gramos y está formada por dos lóbulos

laterales, apoyados en los primeros anillos traqueales y unidos por un istmo mediano de gro­

sor variable [2]. Histológicamente la tiroides se encuentra constituida por dos tipos celulares

que corresponden a sistemas endócrinos diferentes: las células foliculares y las células C o

parafolículares. Estas últimas se ubican en grupos entre los folículos y son las responsables

de la síntesis y secreción de calcitonina La unidad anatómica y funcional de la glándula

es el acino o folículo tiroideo. Esta estructura se halla revestida por una monocapa de células

epiteliales o foliculares, que segregan a la luz del folículo una sustancia, el coloide tiroideo,

cuyo principal constituyente es una glicoproteina iodada, la tiroglobulina (Tg). Entre los

folículos se encuentra el tejido intersticial o estroma conectivo donde transcurren los vasos

y nervios. De este modo, la membrana basal de las células folículares está en contacto con

capilares sanguíneos y su membrana apical con el coloide intrafolicular. La forma, tamaño y

distribución de los folículos en la glandúla es muy variable [4, 5].

1.1 Las Hormonas Tiroideas

La síntesis y secreción de las hormonas tiroideas, tiroxina o tetraiodotironina (T4) y triiodo­

tironina (T3), realizada por las células foliculares, es la principal función diferenciada de la

glándula. Estas cumplen un rol fundamental en la regulación del metabolismo intermedio,
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Figura 1.1: Estructura química de las hormonas tiroideas y sus precursores

virtualmente, en todos los tejidos [6, 7] y son esenciales para el crecimiento y maduración

del sistema nervioso del feto y del recién nacido [6, 7, 8]. Químicamente estas hormonas son

derivados iodndos del aminoácido tirosina, cuyo metabolismo intrntiroideo puede resumirse

en las siguientes etapas:
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Captación de ioduro

El iodo, elemento constitutivo de estas hormonas, es el factor limitante para Ia biosíntesis de

las mismas y ejerce, además, un importante rol en la regulación de la secreción hormonal

tiroidea. El aporte de este elemento está determinado por la ingesta y condiciona, en gran

medida, el funcionamiento adecuado de este órgano.

El iodo proveniente de la ingesta, es absorbido en el intestino y rápidamente alcanza el

torrente sanguíneo. El 33% es captado selectivamente por la tiroides y el resto se elimina

por la orina. El mecanismo tiroideo de concentración de iodo es muy eficiente, alcanzando

una concentración intraglandular del halógeno entre 20 a 40 veces superior a los niveles

plasmáticos [9, 10, 11, 12]. El primer paso de este proceso es la captación del iodo ínorgánico

del torrente sanguíneo, mediante un transportador activo asociado a una ATPasa Na+/K+

estimulable. El ioduro captado es transportado a través del citoplasma hacia la membrana

apical y se libera al lumen folicular, donde participa en la iodación de la tiroglobulina.

Síntesis de tit'oglobulina

La Tg es la proteína mas abundante sintetizada por la tiroides [13, 14]. El gen de la Tg

es de aproximadamente 300 kilobases (kb), es uno de los genes de mayor tamaño que se

conoce. y comprende alrededor de 9kb de material exónico, que dan origen a la especie de

ARN mensajero mas abundante de la célula tiroidea [15]. La Tg es una glicoproteina globular

dimérica de gran peso molecular (660.000 D). La estructura primaria del monómero de esta

proteína comprende 2748 aminoácidos, entre ellos 120 tirosínas, de las cuales solamente 12

son capaces de ser iodinadas, para posteriormente formar las hormonas tiroideas [16, 17]. La

Tg recién sintetizada atraviesa el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi en su trayecto

hacia el lumen folicular, siendo glicosilada y adquiriendo su estructura dimérica final. Se ha

postulado que la liberación de Tg al coloide se produciría a través de vesículas en la última

etapa de su maduración [18].
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lodación de la Tg y acoplamiento de iodotirosinas

La iodacíón de los residuos tirosina de la Tg y el acoplamiento de los mismos para formar

las hormonas tiroideas, son reacciones catalizadas por la enzima tiroperoxidasa o peroxidasa

tíroidea (TPO), que utiliza como sustrato reduci‘ule 11202 [19]. La TPO es una glicoproteína

ligada a la membrana plasmática apical con su dominio catalítico orientado hacia el lumen

folicular [20, 21]. Su estructura primaria fue deducida del ADNc de la TPO humana, clonada

a fines de la década pasada [22, 23]. Su peso molecular es de 102 kD y su secuencia

primaria está constituida por 933 aminoácidos. En su región amino terminal contiene una

secuencia péptido señal de transmembrana, y una región hidrófobica de 85 aminoácidos antes

del extremo carboxilo terminal que constituye el anclaje de la proteina a la membrana apical.

El mecanismo catalizado por la TPO, de oxidación del ¡odo e incorporación a los re­

siduos de tirosina, aún no se encuentra totalmente aclarado. Sin embargo, se sabe que un

sustrato fundamental para la reacción de organificación y de acoplamiento de los precursores

ya iodinados es el H;Oz [24, 25, 26]. Ambas reacciones, la de organificación y la de acopla­

miento de iodotirosinas, son sensibles al tratamiento con tiourea, metiltiouracilo, tiouracilo,

propiltiouracilo (PTU) y metilmercaptoimidazol (MMl), entre otros compuestos denominados

"antitiroideos" [27, 28]

Endocitosis, proteólisis de la Tg madura y liberación de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas T3 y T4 se almacenan en la tiroides unidas a la tiroglobulina y se

liberan al torrente sanguíneo como aminoácidos libres. En el momento de ser liberadas se ob­

serva la formación de pseudópodos en la membrana apical, que fagocitan pequeñas porciones

del contenido luminal, que luego aparecen en el interior de la célula como pequeñas gotas de

coloide [18]. Estas gotas se fusionan con lisosomas primarios, formando los fagolisosomas.

En el trayecto de los mismos hacia la membrana basal se produce la hidrólisis de la Tg,

obteniéndose como productos T3 y T4 libres, MIT, DlT, aminoácidos y azúcares. La MIT

y DlT son deshalogenados y el iodo liberado es reutilizados por la célula, mientras que las

hormonas tiroideas, abandonan, el lísosoma y son liberadas al torrente sanguíneo [29].
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1.2 Regulación de la Función Tiroidea

La función de la tiroides está regulada por el eje hipotálamo- hipófiso-tiroideo.

La tirotrofina (TSH), glicoproteína de.PM estimado en 28 kD, es la principal estimuladora

de la actividad, crecimiento y diferenciación de la glándula [30, 31]. La misma está constituida

por dos subunidades, a y ,3, cada una por si misma carente de actividad biológica. Es la

subunidad fl (15,6 kD), la que caracterim a la TSH, confiriéndole especificidad biológica

e inmunológica [32]. Esta hormona es sintetizada en los tirótropos (células basófilas de la

adenohipófisis) [33, 34] y su producción se halla bajo el control de diversas áreas del sistema

nervioso central, siendo la mas importante la región hipotalámica (núcleos supraópticos y

paraventricular), a través de la hormona liberadora de TSH: la TRH [35]. Este tripéptido

secretado a la circulación porta-hipofisiaria ejerce su acción sobre la hipófisis promoviendo

la sintesis y liberación de la TSH. La producción de TSH y TRH está bajo el control de las

hormonas tiroideas T3 y T4, mediante un "feed-back” negativo que mantiene la homeostasis.

Pequeños aumentos en la circulación de hormonas tiroideas, inducen una reducción de los

niveles de TSH plasmática, y una disminución de los niveles séricos de estas iodotironinas,

provoca el correspondiente incremento en la concentración sérica de TSH [33, 34]. Los efectos

inhibitorios sobre la liberación de TSH en la adenohipófisis, son mediados por receptores con

gran afinidad para T3 presentes en el núcleo de las células tirotropas [33, 34]. Este mecanismo

regulatorio ejercido por las hormonas tiroideas actua a cuatro niveles:

l. Disminución de la síntesis de TSH [36]

2. Inhibición de la secreción de TSH [37]

3. Disminución del número de receptores para TRH [38, 39]

4. Inhibición de la síntesis de TRH [40]

En cuanto a su mecanismo de acción, en su fase inicial la TSH se comporta como las demás

hormonas proteicas, uniéndose a un receptor específico (r-TSH) ubicado en la membrana

plasmática basal de las células foliculares de la tiroides [41, 42]. El receptor de TSH de tiroides
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humanas, de rata y de perro ha sido recientemente clonado y expresado [43, 44, 45, 46, 47, 42].

Pertenece a una familia de receptores de membranas con siete regiones de transmembrana, las

cuales se encuentran unidas por dominios hidrofílicos a ambos lados de la misma. El dominio

intracelular interactúa funcionalmente con las proteinas G durante la señal de transducción

[48]. Como consecuencia de la interacción de la TSH con su receptor, se estimulan, por lo

menos, dos vías bioquímicas dependiendo de la especie involucrada:

l. Sistema adenilil ciclasa-AMPc-proteína quinasa A

2. Via de los fosfoinosítidos-proteína quinasa C

La activación de las mismas requiere la siguiente secuencia de eventos:

1. La unión de la hormona al receptor y la activación del mismo.

2. La activación por el receptor de una proteína G, la cual estimula la enzima efectora,

adenilil ciclasa (Gs) o fosfolipasa C (Gp). Esta activación involucra el intercambio de

GDP por GTP y la subsecuente disociación de la proteína G en las subunidades a y

fl-y, a la cual se une el GTP para estimular a la enzima efectora.

3. Activación de la adenilil ciclasa (la cual forma AMPc a partir de ATP), o la fosfolipasa

C (la cual genera lP3 y DG).

En la tiroides canina y en células FRTL-S (Fisher Rat Thyroid Line), la TSH, en el rango

de concentraciones fisiológicas, activa fundamentalmente la vía AC-AMPc, la cual produce

un aumento en la iodinación de proteínas y en la sintesis y secreción de hormonas tiroideas

[49, 50, 51, 52]. En concentraciones 3 órdenes de magnitud mayores que la necesaria para

activar la cascada de la AC, se logra una activación de la fosfolipasa C. Sin embargo el

efecto es débil y con concentraciones tan altas de la hormona, no se puede descartar alguna

actividad contaminante [53]. En tiroides humanas la TSH activa ambas vías, AMPc y Ca”­

Ple, aunque la última requiere entre 5 y 10 veces mayor concentración de hormona [54].

El hecho que la TSH active dos cascadas regulatorias se debe aparentemente a la existencia

de diferente afinidad del receptor por las proteínas G (menor afinidad del receptor ocupado
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Fosforilación
“(A de Proteínas
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de Proteínas

Figura 1.3: Posibles vias de acción de la TSH en la célula tiroidea. AC: adenilil ciclasa,
Gs: proteina G estimulatoria, PLC: fosfolipasa C, Gplc: protina G asociada a la PLC, Pngz
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteina quinasa C, PKA: proteína
quinasa A. '

por la Gp que por la Gs) [31], ya que la unión de TSH marcada a la membranas de células

transfectadas que expresan el receptor, indicaria un unico sitio de unión [44]. Además el

bloqueo del receptor con anticuerpos bloquea la activación (le ambas vías.

Control de la Función de los Tirocitos por la TSH

Si bien Corda ycol [55], postulan que la actividad coordinada de los dos sistemas de señales

intracelulares es necesaria para el correcto funcionamiento tiroideo, el circuito principal y

mejor caracterizado es el de la estimulación por TSH de la adenilil ciclasa. En tiroides de

todas las especies, el metabolismo general de las células foliculares, asi como las funciones
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especializadas son estímuladas por la hormona, pero el mecanismo y la cinética involucrada

varía. En la tiroides de perro, en la cual la TSH solamente activa la vía del AMPc, ésta

incrementa la captación y la unión del iodo a proteínas, asi como la síntesis y la secreción de

hormonas [49]. En tiroides humanas en las que la TSH afecta las dos vías, el AMPc estimula

la captación de iodo y la secreción de hormonas, mientras que el Ca2+ y el diacilglicerol,

estimulan la iodinación y la síntesis de hormonas. Dado que la iodinación de proteínas, puede

ser aumentada, por un incremento en la generación de “202 y la síntesis de hormonas tiroideas

depende de la cantidad de iodotirosinas que tenga la Tg en sus sitios hormonogénicos, esto

concuerda con los resultados informados sobre la generación de agua oxigenada (H202), la

cual es controlada por el AMPc en tiroides de perro y por Ca2+ y DG en células humanas

[56, 57, 58]. La secreción de hormonas es estímulada en todas las especies por la TSH

mediante activación de la cascada del AMPc [49]. En cuanto a la proliferación, en al menos

tres especies y sistemas, la TSH estimula el crecimiento (cultivos primarios de tiroides de

perro, rata, humanos y en la línea celular FRTL-S). Este efecto es reproducido por compuestos

que aumentan la acumulación de AMPc [59, 60, 61, 62, 63, 64]. No ocurre lo mismo en

células de tiroides bovinas o porcinas, donde la TSH no tiene efecto en la proliferación de

las mismas [65].

1.3 Transporte de Iodo en la Tiroides

El transporte de ¡odo (I’) es un proceso altamente especializado encontrado principalmente

en tiroides. Como el ¡odo es un componente esencial de las hormonas tiroideas, el mecanismo

de concentración del mismo en tiroides es de considerable importancia fisiológica.

Estudios realizados in vitro con sistemas que mantienen la estructura y polaridad del

folículo tiroideo, pudieron comprobar que el mecanismo activo de acumulación de ¡odo se

encuentra en la membrana basal [66, 67], y el mismo es transportado transcelularmente de la

parte basolateral a la apical.

Electrofisiológicamente la célula tiroidea, se encuentra cargada negativamente (50 mV),

respecto al fluido intersticial y al lumen [68], en concecuencia la entrada de ¡odo a la célula
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debe ocurrir contra un gradiente eléctrico, mientras que la salida del mismo al lumen folicular,

es favorecido por el mismo gradiente electroquímico. De esto, se deduce que el transport.

de este halógeno en tiroides involucra dos sistemas: el primero posibilita la entrada del anión

contra un gradiente del plasma a la célula, mientras que el segundo permite la salida del anión

a favor de un gradiente hacia el coloide. Ambos sistemas estan localizados en las membranas

basolateral y apical, respectivamente.

Acumulación (le lodo

Este sistema capaz de concentrar iodo, tiene varias características bien establecidas hace

décadas [9, 11, 10]:

o Es un transporte activo que ocurre contra un gradiente

o Es temperatura dependiente

o Dependiente de energía

o Estímulado por TSH

o Bloqueado por los inhibidores competitivos como tiocianato y perclorato

En 1963 se demostró que la acumulación de ¡odo en tiroides intactas era totalmente

dependiente de Na+ extracelular, estimulada por bajas concentraciones externas de K+, e

inhibida por preincubación en buffers libres de potasio o conteniendo ouabaina [69]. Ya que

ambos, la ouabaina y la ausencia de K+, inhiben la Na‘L/K+ ATPasa, este hallazgo indicó

una inequívoca relación entre la captación de ¡odo y dicha ATPasa. Esto fue posteriormente

confirmado y propuesto un modelo para explicar estas observaciones [70]. De acuerdo con

este modelo, el l' es cotransportado con el Na+ por un transportador de membrana hacia el

interior de la célula, la energía necesaria para generar la diferencia de concentración para que

este proceso se produzca, se obtendría de la Na"'/K+ ATPasa.

La naturaleza química del posible transportador de ¡odo ha sido objeto de algunos debates

en el pasado. En algún momento los fosfolípidos fueron considerados potenciales transpor­

tadores del iodo [71, 72], pero ahora esta muy claro que el transporte de iones y pequeñas
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moléculas a través de la membrana celular está mediado por proteínas intrínsecas de esta.

Las proteínas que intervienen en el transporte activo se las puede agrupar en dos categorías:

ATPasas y cotransportadores. Las primeras obtienen la energía requerida para el transporte

de la hidrólisis de ATP, mientras que los cotransportadores acoplan al movimento de un

ión a favor de un gradiente el transporte simultáneo de un ión o molécula diferente contra

el gradiente electroquímico. Los cotransportadores pueden ser clasificados en antiporter o

simporter, el término antiporter indica que los sustratos acoplados se traslocan en dirección

opuesta (Na+/Ca+, Na+/H+). Simporter indica que ambos sustratos se mueven en la misma

dirección. El transportador de ¡odo es un caso de un simporter Na+/I‘. El gradiente de Na+

necesario para acumular el iodo en la célula es generado por la Na‘L/K+ ATPasa.

Ellujo de lodo

El fenómeno de eflujo de ¡odo en tiroides fue descripto como consecuencia del efecto de la

TSH y parece ser de gran importancia funcional [73]. A diferencia de la traslocación del

iodo del espacio intersticial al interior de la célula, el eflujo desde la célula hacia el lumen,

ocurre a favor de un gradiente electroquímico. La concentración intracelular de iodo libre es

mayor que en el lumen, donde este es rapidamente incorporado a la Tg, y ésto promueve la

transferencia pasiva del mismo al compartimento coloidal. Probablemente el eflujo del ¡odo

sea un proceso de difusión mediado por canales regulados por la TSH [73, 12, 74].

El eflujo de ¡odo ha sido estudiado en células aisladas de tiroides [75, 76], cultivos pri­

marios [77], células FRTL-S [78, 79] y monocapas de células polarizadas de tiroides porcinas

[73], demostrzíndose en todos estos sistemas un aumento del eflujo de ¡odo producido por la

TSH a los pocos minutos de tratamiento.

En células FRTL-S, la TSH, la norepinefrina y el ionóforo de calcio A23187, causan

una rápida estimulación del eflujo del iodo. El proceso es dependiente de calcio extracelu­

lar, no es reproducido por el (Bu)2AMPc y requiere una concentración de TSH 100 veces

mayor que la necesaria para estimular la acumulación de iodo. Esto indicaría que la cascada

fosfatidilinositol-Ca2+ estaría involucrada. Esta idea es apoyada por la activación, por parte
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de la TSH, de la fosfolípasa C [54, 80] y la demostración que la TSH es capaz de activar

ambas vías AMPc y P1P; en células que expresan el ADNc del receptor de la misma [81].

Por otro lado en tirocitos porcinos la estimulación producida por la TSH fue reproducida por

forskolina y 8Br-AMPc y no por los agentes que activan la cascada Ca2+/PIP2 [82]. Estas

discrepancias podrían explicarse por las distintas dosis de TSI-l usadas (mas farmacológica

que fisiológica en FRTL-S), las diferencias de especie y la probable divergencia de esta línea

celular de los cultivos primarios.

Regulación

La capacidad dela TSH para estimular la acumulación de iodo en la tiroides, fue establecida en

1960, cuando se observó que una inyección de la hormona a ratas, causaba un incremento entre

50 y 100% del ¡odo acumulado en las tiroides 8 horas después del tratamiento [83]. El máximo

incremento se alcanzó 24- 48 horas después y el efecto se disipó en 48 horas. Experimentos

similares en células aisladas de tiroides bovinas mostraron 50- 100% de estimulación en

la acumulación 6 horas después de iniciado el tratamiento. El agregado de compuestos

análogos al AMPc en lugar de TSI-l reprodujo el efecto [75, 76]. Un aspecto importante

de estas observaciones es el prolongado tiempo requerido para que el efecto de la' TSH se

torne evidente luego de la adición, y para disiparlo después de la remoción de la hormona.

Además la estimulación del transporte de iodo por la TSH es deprimida por inhibidores de la

transcripción y traducción.

En 1983 se estudió el efecto de la tirotrofina sobre el transporte de ¡odo usando células

FRTL-S [84, 85]. Los efectos mas tempranos, en células depletadas de TSH, se detectaron

luego del primer dia, y la acumulación decrece a niveles mínimos luego de una semana. Como

en células aisladas, la cicloheximida bloquea la estimulación en el transporte producida por

la TSH.

Todas estas observaciones sugieren que la estimulación del transporte de ¡odo por parte

de la TSH, resulta de un incremento en la biosíntesis del transportador Na+/l‘ o de un factor

activador, el cual estaría mediado por AMPc.
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Cuando se estudió mas profundamente cl efecto de la Actinomicina D (ActD) en el

transporte de iodo estimulado por TSH, se observó que ésta inhibía el efecto de la TSH

cuando estaba presente durante la fase temprana de la síntesis de proteínas e incrementaba el

efecto de la hormona sobre la captación de iodo, cuando se agregaba durante la fase tardía [86].

El efecto fue debido a un incremento en la Vmax sin modificar el Km, indicando que la ActD

producía un incremento en el número de transportadores presente en la membrana plasmática.

Para explicar este efecto llamado ”superinducción” se propuso que la ActD impedía la síntesis

de proteínas encargadas de la degradación del transportador y de su ARNm [87].

En las células FRTL-S, la hidrocortisona [88], el factor de crecimiento epidérmico (EGF),

el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF), inhiben la acumulación de ¡odo estimulada por la TSH [89].

1.4 Rol del GMPc en la Fisiología Tiroidea

La participación de Ia vía guanilil ciclasa-GMPc en la tiroides, ha recibido hasta el presente

escasa atención. A principio de la década del 70 aparecieron los primeros trabajos donde

se mostraba que el GMPc aumenta la síntesis de proteínas y el peso tiroideo en ratas [90].

Posteriormente se midió actividad de GC en el mismo sistema [91].

En tiroides de perro, el carbacol, un análogo no hidrolizable de la acetilcolina, y el ionóforo

de calcio A23187, producen un aumento de los niveles del nucleótido cíclico, el cual es

dependiente de calcio extracelular. Estos compuestos a su vez, estimulan la iodinación de

proteínas, la oxidación de glucosa y producen una disminución del AMPc acumulado por el

efecto de la TSH [92, 93, 94]. Existían varias evidencias que apoyaban la hipótesis que la

disminución del AMPc inducida por carbacol es un mecanismo mediado por calcio:

1. El efecto desaparece en medios sin calcio.

2. La disminución del AMPc inducida por carbacol desaparece en presencia de manganeso,

un competidor del calcio en los canales iónicos.

U.) . El ionóforo de calcio A23187 reproduce el efecto del carbacol.
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Todos estos resultados llevaron a postular que el carbacol aumenta la entrada de calcio a la

célula, éste activaba indirectamente la GC, produciendo un aumento de GMPc, que resulta

en la activación de la fosfodiesterasa y la consecuente reducción en los niveles de AMPc

intracelular. Sin embargo varios argumentos estaban en contra de esta hipótesis:

1. El GMPc podía ser aumentado sin producir una disminución del AMPc [95].

2. El AMPc podía ser disminuido por un mecanismo Cau- dependiente, que no produce

aumento de GMPc [95].

U.) . La cinética de acumulación de GMPc y disminución de AMPc no se correlacionan.

El AMPc permanecía disminuido, aún cuando el GMPc había retomado a los niveles

basales.

Estos resultados, junto a otros obtenidos posteriormente, llevaron a la conclusión de que

la disminución del AMPc inducida por carbacol, era producida por la activación de la fos­

fodiesterasa dependiente de Ca2+-calmodulina [96] y que el GMPc no estaría involucrado.

El mecanismo por el cual el carbacol estimula la oxidación de glucosa y la unión de iodo a

proteínas, aún no ha sido dilucidado.

Trabajos publicados recientemente [97], demuestran que en el aumento de GMPc produ­

cido por el carbacol está involucrada la óxido nítrico sintetasa.

En tiroides humanas, se observó que la forskolina, además de tener un efecto estímulatorio

sobre la adenilil ciclasa, a concentraciones menores produce un marcado aumento del GMPc

[98], con una disminución de las concentraciones de AMPc basal y estímuladas por TSH.

Análogos del GMPc reproducen este efecto indicando que probablemente exista una actividad

de fosfodiesterasa dependiente de este nucleótido, que actua sobre el AMPc. Sin embargo

cuando estas células son tratadas con nitroprusiato de sodio (NP), los niveles de GMPc

aumentan, sin alterar los niveles de AMPc basales, ni estimulados por TSH [99].
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2 Guanilil ciclasa. Síntesis de GMPC

Una gran variedad de ligandos, incluyendo hormonas, drogas y toxinas tienen al GMPC como

mediador, desencadenando diversas respuestas fisiológicas. La secuencia de transducción de

señales que conduce a esas respuestas puede estar compuesta por alguno de los diferentes

tipos de guanilil ciclasa (GC), el GMPC y algunos de los mediadores de la acción de éste

incluyendo canales iónicos, fosfodiesterasas y proteina quinasas.

La respuesta de la retina a la luz, la recepción olfatoria, la esteroideogénesis, el transporte

iónico en riñon e intestino, y el movimiento de calcio celular necesario para la agregación de

plaquetas y la contractilidad del músculo cardíaco y liso, son algunos de los eventos regulados

por este segundo mensajero descripto en casi todos los sistemas celulares.

En contraste con el AMPc, sintetizado por una enzima de membrana, el GMPC es produ­

cido a partir de GTP por dos enzimas diferentes: guanilil ciclasas que actuan como receptores

en la membrana celular y guanilil ciclasas solubles.

Ambas formas de GC han sido encontradas en. muchas de las especies animales inves­

tigadas, incluyendo sistemas monocelulares [100, 101, 102, 103]. En algunos tejidos como

hígado adulto normal [104, 105] o plaquetas [106, 107], la forma predominante es soluble,

mientras que en hígado fetal [108], hepatoma, tumor renal [109, 110, 111], mucosa intestinal

[112, 113], retina [114, 115,116,117]y esperma de erizo de mar [118, 119,120, 121], la

presencia de GC soluble es pequeña o no se detecta.

2.1 Guanilil ciclasa Asociada a Membrana

Estas enzimas de membrana se puede agrupar en dos subgrupos:

1. Receptores de superficie celular, activados por péptidos extracelulares (GC-A, GC-B,

GC-C, GC de esperma de erizo).

2. Guanilil ciclasas reguladas por una proteina intracelular que une Ca2+ (GC asociada con

la fracción particulada de retina de mamífero y GC de la membrana ciliar de protozoos

Tetrahymena pyriformis y Paramecium tetraurelia ).
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Receptores de superficie celular

Todas las enzimas que se encuentran en este primer subgrupo responden estructuralmente a

un mismo esquema. El peso molecular de estos receptores se encuentra entre 110 y 180 kD

(1-5), y en ellos se puede distinguir tres regiones muy conservadas:

Una región extracelular de unión al ligando, el cual es muy divergente entre las dife­

rentes formas de la enzima, pero conservado dentro de cada subtipo de GC a través de

las especies [122, 123].

Un dominio transmembrana de aproximadamente 20 aminoácidos hidrofóbicos.

Una región intracelular, que contiene un dominio altamente homólogo al dominio ca­

talitico de las proteina quinasas [124, 125], y una región carboxiterminal con el dominio

catalítico de la ciclasa, el cual está muy conservado en todos los tipos de GC y tiene

homología con algunas adenilil ciclasas [126, 127, 128].

La guanilil ciclasa de esperma de Erizo de Mar fue la primera forma de GC de membrana

purificada. Dos péptidos producidos y secretados por huevos de equinodermos resact y

speract [129, 130], parecen ser los ligandos naturales de esta GC. Estos causan un incremento

en el eflujo de protones, elevación del calcio y sodio intracelular y cambios en el potencial

de membrana [131, 132, 133], lo que produce un estímulo en el metabolismo y la motilidad

de los espermatozoides de manera especie específica.

La purificación del ARNm y subsecuente clonado de GC de erizo de mar [124], posibilitó

la identificación y el clonado de la primera GC en mamíferos. Esta enzima, fue llamada A

(GC-A) [125, 134]. Posteriormente, se demostró que es el receptor de membrana para un

péptido derivado de corazón, llamado péptido natriure'tico atrial (ANP) [135, 136]. Estudios

de cross-linking, detección de ARNm, y clones de ADNc sugieren la presencia de la enzima

en riñón, corteza adrenal, médula adrenal, músculo liso, retina, cerebro, corazón, hígado,

testícqu y placenta [137].

La existencia de multiples péptidos con propiedades natriuréticas y la presencia de activi­

dad de GC de membrana en muchos tejidos llevó a investigar la existencia de otros miembros
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de esta nueva familia de receptores. Usando la región 3’ del clon de GC-A como sonda, se

pudo aislar otra guanilato ciclasa llamada B (GC-B). La GC-B es capaz de ser estímulada

por eI ANP, el péptido natriurético de cerebro (BNP) y el péptido natriurético C (CNP),

encontrado en cerebro y médula adrenal [138, 139], sin embargo este último es efectivo en

concentraciones mucho menores que el ANP o BNP, sugiriendo que este podría ser el ligando

natural de la enzima [140].

La guanilil ciclasa C (GC-C) fué encontrada principalmente en la membrana apical de

mucosa de intestino. Sin embargo, tambien ha sido descripta en hígado de rata y en células

epiteliales del cuerpo de la zarigueya, asi como en el túbulo proximal de la misma [141, 142].

Recientemente fue clonado y expresado en células de mamíferos, comprobándose muy poca

semejanza en el dominio extracelular con los otros receptores (GC-A, GC-B o GC de erizo)

y una gran homología en el dominio catalítico [123]. Este receptor cs activado por las

enterotoxinas termo estables (STa). Estos péptidos se unen y activan la guanilil ciclasa C,

que se encuentra en la mucosa del intestino [143, 123]. Como consecuencia de esto, se

produce una elevación del nivel de GMPc y una subsecuente estimulación del transporte de

cloruros e inhibición en la absorción de sodio [141, 144, 145].

La estimulación de la secreción de cloruro ocurre por la fosforilación, via PKG, del pro­

ducto del gen de la fibrosis cística denominado regulador de conductancia de transmembrana

(CFTR), proteina localizada en la membrana apical [146, 147], que seria aparentemente el

canal de cloruro.

Hasta hace muy poco tiempo STa era el único y mas estudiado activador y ligando de la

GC-C. Recientemente se describieron dos activadores endógenos de la enzima: el guanylin y

el uroguanylin. Estos péptidos poseen una gran homología con STa, compiten por los mismos

sitios de unión y producen los mismos efectos fisiológicos [148].

El uroguanylin es un péptido pequeño, altamente acídico que fue aislado de orina de la

zarigueya, tiene un 53% de homología con el guanylin y al igual que este es capaz de inhibir

la unión de STa y aumentar el GMPc [149].
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La presencia de uroguanylin en la orina y de receptores (GC-C) en los túbulos proximales

sugiere que este péptido puede oríginarse en el tejido renal y regular la función del riñón.

Guanilil ciclasas reguladas por calcio

Dentro de este segundo subgrupo se encuentran las GC reguladas por calcio. La GC asociada

a las membranas del segmento externo del bastón de la retina (ROS), tiene un rol fundamental

en el mecanismo de fototransducción. La actividad de esta enzima se encuentra regulada por

calcio. Una disminución del calcio intracelular activa una proteina llamada reciverina que se

une y activa la GC. La excitación vísual'de la retina lleva a un incremento en la hidrólisis de

GMPc y el consecuente cierre de los canales iónicos activados por este. Como consecuencia,

la entrada de sodio y calcio es bloqueada, se estimula la GC, aumenta el GMPc y el estado

de oscuridad se recupera.

La guanilil ciclasa que se encuentra en la membrana ciliada de los protozoos unicelulares

Paramecium y Tetrahymena, a diferencia de la GC de retina, es activable por concentraciones

micromolares de calcio. Ambas proteinas estan reguladas por una proteina simil calmodulina

capaz de unirse a este catión.

2.2 Guanilil ciclasa Soluble

El segundo grupo de GC es un heterodimero, compuesto por dos subunidades: una de 77kD

(a) y otra de 7()kD ([3),ambas unidas por puentes disulfuro [150]. Estos heterodímeros poseen

un grupo prostético con una molécula de hemo capaz de unir óxido nítrico (NO) o moléculas

relacionadas, produciendo cambios conformacionales que la activan.

Varias formas de GC, compuestas de a y/o fl, han sido clonadas y expresadas [151, 152,

153]. La comparación de la secuencia de aminoácidos de ambas subunidades revela una

gran similitud entre ellas [154]. La región carboxilo terminal, correspondiente al dominio

catalítíco, tiene una secuencia de aminoácidos similar a la encontrada en la región carboxilo

terminal de las GC de membrana, pero ninguna contiene un dominio simil proteina quinasa.

A su vez, los extremos carboxilos de ambas subunidades tienen un 45% de identidad entre sus
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secuencia de aminoácidos. La región amino terminal aparentemente tiene un rol regulatorio.

La expresión de las subunídades en células de mamíferos, demostró que es necesario la

presencia de las subunídades a y fl de la proteina para que ésta posea actividad enzimática y

sea estimulable por el nitroprusiato de sodio (NP) [155, 156].

Como se mencionó anteriormente, las GC de membrana son receptores para varios factores

hormonales, los cuales son capaces de activarlas. Sin embargo, el mecanismo de regulación

de la GC-S no fue descubierto hasta 1978. Fue entonces, cuando se observó que el óxido

nítrico, la azida sódica y el nitroprusiato de sodio eran potentes activadores de la enzima

soluble. No obstante, el rol fisiológico de la estimulación por compuestos nitrogenados no

fue claro hasta que el factor relajante derivado de endotelio (EDRF), fue identificado como

NO [157, 158, 159].

La GC-S es una hemo proteina que exhibe un espectro de absorción típico de ferropro­

toporfirina IX [160]. Dos posibles dominios de unión del hemo han sido sugeridos para la

enzima: 1) una cisteina conservada en ambas subunídades a y fl, y 2) una histidina conser­

vada en la subunídad fi. Aunque algunos aspectos del mecanismo de activación de la GC-S

necesitan soporte experimental adicional, el NO aparentemente, se une a la molécula del hemo

produciendo una dislocación del hierro, ¡nduciendo cambios conformacionales que aumentan

la actividad de Ia misma. El NO es el más potente y efectivo activador de la GC-S. Algunos

estudios sugieren que una sobrestimulación por el NO puede resultar en una refractariedad

reversible o irreversible de la enzima.

Datos recientes indican que, ademas del NO, la GC-S es regulada por una familia de

factores activadores de guanilil ciclasa (GAF) enzimtiticamente formados [161], que incluye

co y OH.

2.3 Oxido Nítríco Sintasa-Oxido Nítríco

El significado fisiológico de la GC-S fue comprendido y ampliado a partir del estudio del

sistema de señales que involucra al óxido nítrico y la enzima capaz de sintetizarlo, la óxido

nítrico sintetasa (NOS). En células de mamíferos, el NO es formado enzimáticamente por una
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familia de óxido nítrico sintasas. A partir del nitrógeno guanidinio de Ia L-arginina , liberan

óxido nítrico dando L-citrulina como coproducto en la reacción [162, 163, 164]. Las óxido

nítrico sintasas, son homodímeros [161] de subunidades cuyo peso molecular se encuentra

entre 130 y 160 kD [165, 166, 167, 168, 169]. El extremo carboxilo terminal de todas las

NOS contiene sitios de unión para NADPH, FAD y FMN, mostrando un 29- 39% de identidad

con la NADPH-citocromo-P45o reductasa (CPR). Se han aislado y purificado tres isoformas

de NOS, que representan el producto de tres genes diferentes. Estas tres isoformas, varian

en su localización subcelular, secuencia de aminoácidos, regulación, y por lo tanto, roles

biológicos. Dos de estas formas, se encuentran permanentemente presente en la célula y se

denominaron NOS constitutivas (NOSc). Una de ellas ha sido localizada en endotelio [170],

y se encuentra unida a la membrana por un sitio de miristilación. Una segunda NOSc ha sido

localizada en el citosol de neuronas centrales y periféricas [171], pero ademas es expresada

en músculo esquelético, páncreas y riñón [172, 173]. Ambas enzimas son dependientes de

Ca2+-calmodulina. El tercer tipo de NOS, es inducida por citoquinas, microbios, o productos

microbianos y no se expresa en condiciones basales [174]. Esta forma se denomina NOS

inducible (NOSÍ). A diferencia de las anteriores, esta isol'orma produce NO en forma continua

como enzima activa.

Se han descripto sitios de fosforilación en las tres enzimas. Todas las formas de NOS

unen calmodulina en un proceso que puede ser calcio dependiente (NOSc) o independiente

del catión (NOSÍ) [175, 176]. En el caso de NOSi, Ia calmodulina y la enzima copurifican,

sugiriendo una estructura heterotetramérica. La unión de calmodulina o la fosforilación son

los ¡mecanismos por los cuales la actividad de las distintas isol‘ormas de la enzima es regulable.

En el caso de NOSc la interacción con calmodulina depende de la concentracion de calcio

libre intracelular.

Mecanismo de la Síntesis de NO

La oxidación del grupo guanidino de la L-arginina, es ampliamente aceptado como mecanismo

de catálisis de la NOS [177, 178]. Cuatro cofactores (hemo, FMN, FAD y H4biopterina) y
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dos cosustratos (02 y NADPH), participan en esta reacción. La oxidación de la L-arginina

ha sido dividida en dos fases:

o En la fase l, que consume 1 mol de NADPH, se forma OllArg. No está claro si la

H4biopterina es requerida como cofactor para esta primera parte de la reacción.

o En Ia fase ll, que consume 0.5 moles adicionales de NADPH, la OHArg es oxidada a

NO y citrulina [179]. Este paso es claramente dependiente de l-l4biopterina, y consume

0.5 moles de NADPl-l, que le confieren los equivalente reductores necesarios para la

reacción.

2.4 Mecanismo de Acción del GMPc

El GMPc puede afectar la fisiología celular a través de:
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o Regulación de canales iónicos

o Regulación de fosfodiesterasas

o Regulación de proteína quinasa dependiente de GMPc

Regulación de Canales lónieos

Una gran variedad de canales iónicos estan regulados positiva o negativamente por el GMPc en

diversos tejidos. Como ya se ha mencionado, la respuesta a la luz en las células fotoreceptoras

de vertebrados, induce la hidrólisis de GMPc. Como consecuencia se produce el cierre de los

canales catiónicos dependiente del nucleótido en la membrana plasmática, que resulta en la

hiperpolarización de la célula. Las células pineales de pollo, que también son fotosensibles,

contiene un canal catiónico activado por GMPc [180]. En el sistema olfatorio, se descubrió

un canal con una afinidad por el GMPc mucho mayor que por el AMPc [181, 182]. En riñón,

tanto en los ductos colectores medulares como corticales, el GMPc disminuye la probabilidad

de apertura de canales catiónicos [183, 184].

Regulación de Fosl‘ndiesterasas

Las fosfodiesterasas ejercen parte del control celular sobre los niveles de los nucleótidos

cíclicos, y consecuentemente regulan su respuesta biológica. lncluyen un gran grupo de

isoenzimas relacionadas estructuralmente, que pueden ser codificadas por 7 familias de genes.

Difieren en su secuencia de aminoácidos, afinidad por el AMPc y GMPc, propiedades físicas

y bioquímicas [185, 186, 187, 188, 189, 190] [191, 192, 193, 194, 195, 196, 197].

o Grupo l, fosfodiesterasa Caz+-calmodulina dependiente.

o Grupo ll, fosfodiesterasas estimuladas por GMPc (cGS-PDE).

o Grupo lll, fosfodiesterasa inhibidas por GMPc (cGI-PDE).

o Grupo lV, fosfodiesterasa específica de AMPc .
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o Grupo V, fosfodiesterasa específica de GMPc'.

o Grupo Vl, fotoreceptor asociado a membrana de bastones y conos en retina .

o Grupo Vll, fosfodiesterasa específica de AMPc.

Grupo ll. La característica mas saliente de las enzimas de este grupo es la hidrólisis de

los nucleótidos cíclicos con una cinética de cooperatividad positiva. El GMPc es preferido

como sustrato y como efector alostérico [198]. Las PDEs de este grupo así como las de los

grupos V, y Vl, contienen los llamados sitios conservados no catalíticos de unión de GMPc

[199].

Grupo lll. Han sido descriptas en una gran variedad de tejidos, incluyendo miocardio,

músculo liso, plaquetas, hígado, linfocitos T y tejido adiposo [200]. Estas fosfodiesterasas,

tienen alta afinidad tanto por el GMPc como por el AMPc, y se activan rapidamente por

fosforilación en respuesta a insulina o agentes que incrementan el contenido de AMPc [201,

202}

Grupo IV. Se caracterizan por su alta afinidad por el AMPc. No son inhibidas por GMPc,

que es ademas, un sustrato muy pobre.

Grupo V. Estas enzimas se encuentran presentes en una gran variedad de tejidos, in­

cluyendo plaquetas, músculo liso vascular y pulmón [203, 204, 205]. Presentan una alta

afinidad por el GMPc, e hidrolizan AMPc con muy baja eficiencia [200].

Grupo VI. Es un efector crítico en el proceso de fototransducción [206, 207]. De manera

similar a las fosfodiesterasas del grupo V, poseen alta afinidad por el GMPc y no hidrolizan

AMPC.

Grupo Vll. Fue recientemente clonada de glioblastonm humano. Tiene alta afinidad por

AMPC y no es inhibida por GMPc [208].

Activación de Proteina Quinasus Dependiente de GMl’c

La quinasa dependiente de GMPc esta presente en una variedad de eucariotes que va desde

Paramecz'um hasta humanos [209, 210, 211, 212, 213, 214] [215, 216, 217, 218]. Se han
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descriptos dos tipos de proteina quinasas en vertebrados, una soluble llamada tipo l (GKl),

que es un homoclímero cuyo PM es de 156 kD, y otra asociada a membrana denominada tipo

ll (GKll), monomérica con un PM de 86 kD.

Sustrato fisiológico y funciones de las quinasas de GMPc

lntestino. Es el único lugar donde se ha descripto Ia presencia de la GKJl y los únicos

sustratos capaces de ser fosforilados por ella, son ella misma y una proteína de 25 kD

[219, 220].

Corazón. En corazón de mamífero, se ha demostrado que el GMPc inhibe la entrada

de calcio por estimulación de la GKl [221]. No está claro si actua por fosforilación del

canal o de alguna proteína reguladora.

Cerebelo. Guanilil ciclasa, GK, y el único sustrato específico para la GK identificados

en células nerviosas (sustrato G), se encuentran en células Purkinje de cerebelo [222].

Ya que estas células reciben ambos impulsos, el excitatorio y el inhibitorio a través de

varios caminos neuronales, y son la única vía eferente del cerebelo, la función de la

GK puede ser importante en la actividad integrativa de la coordinación motora de estas

células y en otras funciones.

Músculo liso. En células del músculo liso, los nitrovasodilatadores y otros agentes que

elevan el GMPc, inhiben la elevación de calcio vía GK [223, 224].

Plaquetas. Estudios realizados con activadores específicos para la GK en plaquetas

deficientes en GK, sugieren que el efecto del GMPc puede ser vía GK [225]. La

proteína que es sustrato de la GK en plaquetas intactas, y el rol en la inhibición de la

activación de plaquetas y calcio intracelular está aún siendo estudiados. Esta proteína,

de 46-50 kD, designada fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP), puede

ser una proteína de unión a actina, asociada con libras de fuerza y sitios de contacto

focales o placas de adhesión [226].
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Objetivos

La serie de experimentos que constituyen el presente trabajo de Tesis tuvo como objetivo:

o Investigar la presencia de la enzima guanilil ciclasa en la tiroides bovina y determinar

una serie de parámetros de caracterización de la misma.

o Evaluar el efecto de un modulador de la guanilil ciclasa sobre parámetros relacionados

con la función diferenciada de la glándula.
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1 Modelos Experimentales

1.1 Tiroides Bovinas

Las tiroides bovinas se obtuvieron en los mataderos de la zona. Las glándulas fueron trans­

portadas en solución fisiológica y en frío, y procesadas dentro de las dos horas de obtenidas.

Lg Cultivos primarios de tiroides bovinas

Para la realización de los mismos se utilizaron los siguientes medios:

Medio de procesamiento y lavado (A)

o Medio 199 (SIGMA M-5017)

o Estreptomicina 100 ¡ug/ml

o Penicilina 100 U/ml

o Anfotericina B 2.5 ,ug/ml

o Bicarbonato 2.2 mg/ml

Medio de digestión (B)

o Medio A

o Colagenasa tipo 1A 1 mg/ml

o DNAsa una punta de espátula

Medio de siembra y crecimiento (C)

o Medio A

o Transferrina 5 ¡ig/ml



34 Materiales y Métodos

o Insulina 2.5 ¡tg/ml

Las tiroides obtenidas del matadero fueron transportadas en frío y en solución fisiológica

estéril, con penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ¡tg/ml. A partir de este momento todo

el trabajo se realizó en condiciones de esterilidad.

Las glándulas fueron disecadas, extrayéndoseles la cápsula y la grasa. Posteriormente

fueron colocadas en una caja de petri, con medio A, y fueron divididas hasta lograr trozos de

1 mm, que fueron lavados varias veces con medio fresco (mínimo 5 veces). Seguidamente

se les agregó la mitad del medio de digestión (B), en una relación de 10 rnl por gramo de

tejido. Para cada cultivo, se utilizaron como mínimo trozos de cinco tiroides diferentes.

Las tiroides con el medio de digestión se colocaron en baño de agua a 38°C con agitación

constante durante una hora y media. Transcurrido la mitad del tiempo (45 min aprox.), se les

agregó el resto del medio, hasta completar la digestión.

El sobrenadante, previo filtrado a través de gasa, se centrifugó a 800 x g 30 segundos para

bajar los folículos tiroideos, separando de esta manera las células sueltas (ñbroblastos, células

C) de la estructura folicular. Los precipitados fueron lavados varias veces con medio (A)

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), para inactivar la enzimas hidrolíticas, y

obtener un precipitado constituido casi exclusivamente por folículos tiroideos.

Los folículos así obtenidos fueron sembrados en medio de crecimiento (C) con 5% de

SFB en una relación de 2 pl de precipitado por ml de medio para placas de 24 pozos y de

35 mm de diámetro, y 3 a 4 pl/ml de medio para placas de 60 mm y 100 mm de diámetro.

1.3 Crecimiento de las células

Las células fueron mantenidas en el medio de siembra con 5% de SFB 48 horas. Transcurrido

este tiempo (el necesario para que los folículos se peguen y se abran), el medio fue reem­

plazado por medio C suplementado con 0.1% de SFB, hasta que llegaron a confluencia total.

El tiempo aproximado para que las células sembradas en las placas de 24 pozos y 35 mm de

diámetro completen su crecimiento fue de S días. El tiempo requerido para que las células

sembradas en placas de 60 y 100 mm, alcancen la confluencia total fue de 8 días. A estas
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últimas se les realizó un cambio de medio a los cuatro días.

Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2, con humedad a

saturación en aire.

Todos los experimentos se realizaron con células en confluencia total.

Para los tratamientos se usó el medio de crecimiento (C) con 0.1% de SFB, a 37°C en la

estufa gaseada de cultivo.

1.4 Tratamientos de las células

Excepto en casos particulares que serán oportunamente señalados, las células fueron cultivadas

hasta confluencia total como se describió anteriormente. Posteriormente, algunos cultivos

fueron mantenidas en el medio de crecimiento (C), suplementado con 0.1% SFB, mientras que

otros se diferenciaron con TSH, sometiéndolos a un tratamiento con la hormona (0.5 mU/ml)

por 72 hs. Transcurrido este tiempo, se llevaron a cabo los tratamientos correspondientes.

2 Metodología y Diseños Experimentales

2.1 Ensayo de la actividad de guanilil ciclasa

La actividad de la enzima se ensayó según el método de Birnbaumer y col [227], con algunas

modificaciones.

En el ensayo se utilizaron las siguientes soluciones:

Mezcla de reacción:

o Tris-HCl 50 mM pH 7.4

o lsobutil-metil-xantina (lBMX) 0.4 mM

o GMPc 2 mM

o Fosfocreatina 4 mM

o Creatina quinasa 0.4 mg/ml
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o MnClg 5 mM (salvo que se indique otra alternativa)

o GTP-aazP 1 mM (NEN, 0.25 pCÍ/tubo)

Solución STOP:

o GTP 40 mM

o 3H-GMPc 12.5 mM

Para determinar la actividad de la enzima en 50 pl de muestra, se agregaron 50 pl de la

mezcla de reacción, se incubó lO minutos (salvo que se indique otra alternativa) a 37°C, y

a continuación la reacción fue detenida por el agregado de 100 ¡ul de la solución STOP y

posteriormente 100 pl de EDTA 30 mM.

El GMPc formado durante la reacción enzimática fue separado por cromatografía en

columnas con resina Dowex AG 50WX4. Se agregó ¡ml de HCl 50 mM a la mezcla de

reacción, y el volumen total fue sembrado en la columna, la elución se realizó con el agregado

secuencial de:

o 1 ml de HCI 50 mM (dos veces)

o 4 ml de agua, y el eluido se recoge en una columna de alúmina neutra, equilibrada con

imidazol-HCI 0.1 M pH 7.5

o 3 ml de imidazol-HCI 0.1 M pH 7.5

o 5 ml de solución de imidazol

La radiactividad de los 5 ml eluidos de la columna de alúmina se midieron en un contador

de centelleo líquido.

Cálculo de los picomoles de GMPc formado

Para calcular los pmoles de GMPc obtenidos en el ensayo, se aplicó la siguiente fórmula:

pmol GMPc obtenido = relación 32? / 3H x Factor
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Donde:

cpm 32P-GMPc contadas
cpm 3l-l-GMPc contadas

cpm 3H-GMPc Stop
cpm 32P-GTP ensayo

(¿ZP/SH:

Factor = x pmol 32P-GTP ensayo (2.1)

2.2 Obtención de las fracciones solubles y membranas de ti­

roides bovinas

Luego de la llegada de las tiroides del matadero, estas fueron disecadas como se describió

anteriormente. Trozos de varias glándulas fueron picados en frío en presencia de una pequeña

cantidad de buffer de homogenización:

o Tris-HCI 50 mM pH 7.4

o Glicerol 5%

o Benzamidina 0.1 mM

o D'IT 1 mM

o PMSF] mM

Posteriormente, se agregó el resto de buffer en una proporción de 3 mI/gr de tejido y se

homogenizó con un equipo Ultraturrax en frío. El homogenato así obtenido se centrifugó

20 minutos a 900 x g para eliminar restos de tejido y células . El sobrenadante de esta

centrifugación (denominado homogenato total), fue centrifugado 2 horas a 105.000 x g. De

esta centrifugación, se obtuvieron dos fracciones: una fracción de membranas (precipitado),

y otra soluble (sobrenadante), que se usaron para la caracterización de la enzima guanilil

ciclasa.

2.3 Distribución subcelular de la enzima

Para estudiar la distribución subcelular de la enzima, se tomó 1 ml de homogenato total

obtenido según se detalla en 2.2. Luego de una centrífugación a 105.000 x g 60 minutos, se
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separó el sobrenadante determinando su volumen, siendo el precipitado resuspendido en un

volumen conocido de buffer de homogenización. La actividad de la enzima fue determinada

en ambas fracciones y en el homogenato total.

2.4 Obtención del extracto celular para determinación de GC

La determinación de la actividad de GC en células se realizó con un extracto total, obtenido

de cultivos primarios de tiroides bovinas. Células cultivadas en placas de 60 mm de diámetro

(según se describe en 1.3), fueron tratadas con distintas concentraciones de nitroprusiato de

sodio (NP) (0.010 mM a 10 mM) por 20 minutos, y con NP 5 mM por diferentes períodos (5

a 180 minutos). El nitroprusiato de sodio fue preparado en el momento de realizar los trata­

mientos, en una solución de acetato de Na 50 mM, pH 5.5. Las incubaciones se realizaron en

oscuridad a 37°C en estufa de cultivo gaseada. Finalizados los tratamientos, las células fueron

lavadas con PBS frío, levantadas con una espátula en 400 pl de buffer de homogenización,

y homogeneizadas en frío con un equipo Ultraturrax. La actividad de la enzima se ensayó

como se ha descripto previamente.

2.5 Ensayos de captación y liberación de 1251

En todos los casos, se utilizaron células cultivadas hasta confluencia total, en placas de 24

pozos. Para ser usados como control, una parte de los cultivos continuaron con el medio de

crecimiento (C), suplementado con 0.1% SFB, mientras que otras células fueron incubadas en

presencia de TSH (0.5 mU/ml) por 72 horas, excepto en casos en los que se aclare lo contrario.

Transcurrido este tiempo se inició el tratamiento correspondiente a cada experimento.

En todos los experimentos, se realizaron controles en presencia o en ausencia de TSH. Se

descartaron aquellos experimentos en los cuales no se observó estimulación con TSH.

Captación de ‘25]

Las células tratadas, fueron lavadas 3 veces con PBS a 37° C. A cada pozo se le agregó 0.5

ml de medio esencial minimo de Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
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con 1 ,uM de IK, 1 mM de metilmercaptoimidazol (MMl), para bloquear la organificación del

iodo y 1 pCi/ml de 1251.Se incubaron 2 horas a 37°C. El ensayo fue finalizado extrayendo el

medio de incubación y lavando las células 3 veces con PBS frio suplementado con 1 ,uM de

IK. Las células fueron levantadas con 0.5 ml de NaOl-I 0.1 N, EDTA 2 mM y determinada

la radiactividad de cada pozo.

Los valores obtenidos fueron expresados como pmol l‘/mg proteína.

Liberación de ‘25]

Luego de los tratamientos indicados en la figura, las células, fueron cargadas con 1251por dos

horas tal como se describe en captación de 125l.Luego se extrajo el medio de incubación y se

agregaron 0.5 ml de DMEM con 1 ¡1M de IK (tiempo 0), que se extrajo y fue reemplazado

por medio fresco cada dos minutos. Se determinó la cantidad de iodo radiactivo liberado en

cada pozo a los diferentes tiempos así como el ¡odo remanente, levantando las células con

0.5 ml de NaOH 0.1 N, EDTA 2 mM.

Los resultados en graficos corresponden al porcentaje de ¡odo radiactivo intracelular a

cada tiempo respecto del total incorporado a tiempo cero.

2.6 Captación de 3H-deoxiglucosa (DOG)

Luego de realizados los tratamientos que se indican, las células cultivadas en placas de 24

pozos fueron lavadas 3 veces con Krebs-Ringer-Hepes (KRH), pH 7.4 sin glucosa. Se realizó

una incubación de 30 minutos, a temperatura ambiente, en presencia de 100 pM de DOG fria,

0.1 pCi/ml de 3H-deoxiglucosa (DOG)(30.2 Cí/mmol) en KRH libre de glucosa. La captación

inespecífica se determinó por el mismo tratamiento en buffer KRH en presencia de 100 mM

de glucosa. Se realizaron 3 lavados con esta solución en baño de hielo. Se adicionaron 0.5

ml de NaOll 0.1 N a cada pozo y luego de 24 horas de incubación a temperatura ambiente,

se analizó la marca asociada por centelleo líquido. Los resultados se expresan en pmoles de

DOG/mg proteinas.
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2.7 Ensayo de la actividad de ATPasa

Para la determinación de la actividad de ATPasa, las células fueron cultivadas en placas de

100 mm de diámetro hasta confluencia total. Posteriormente fueron incubadas en presencia y

en ausencia de TSH según se detalló previamente.

La actividad de la enzima se determinó por la capacidad de hidrolizar ATP marcado en

gamma con 32P, midiendo posteriormente el 32P liberado.

Luego de los tratamientos correspondientes a cada experimento, las células fueron la­

vadas dos veces con PBS. Se resuspendieron en 600 pl de agua y posteriormente fueron

homogeneizadas en teflón-vidrio (aprox. 200 veces) a 4°C.

A 50 pl del extracto celular se les agregó 450 ¡ulde la siguiente mezcla de reacción:

o NaCl 120 mM

o IK 10 mM

o MgCl2 3 mM

o Tris-l-lCl pH 7.4 50 mM

o EGTA 1 mM

o ATP 2 mM

o ATP-32? 0.] pCi/tubo

Cada extracto se ensayó por sextuplicado, 3 puntos en presencia y 3 puntos en ausencia de

oubaina (10 mM), inhibidora de la ATPasa Na+/K+ estimulable. De este modo, se determinó

por diferencia la actividad enzimática.

La mezcla de reacción, fue incubada a 37°C durante 60 minutos. La reacción fue in­

terrumpida con el agregado de 750 pl de molibdato de amonio 0.5% en 10% de PCA, y 600

pl de alcohol isobutílico. Luego de una incubación a 37°C por 15 minutos, las muestras

fueron agitadas y se las centrífugó a temperatura ambiente 20 minutos a 800 x g. Se tomaron

alícuotas de la fase superior y la radiactividad fue determinada por Cerenkow. Los resultados

fueron expresados como dpm de 32P/ mg de proteina.
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2.8 Medición de los niveles de AMPc y GMPc

Células cultivadas en placas de 35 mm de diámetro, tratadas según se indicó previamente,

fueron incubadas con los correspondientes compuestos por los tiempos indicados. Todas

las incubaciones se realizaron en presencia de 0.5 mM de lBMX, salvo que se exprese lo

contrario. Transcurrido el periodo de tratamiento, se extrajo el medio y se agregaron 100 pl

de etanol absoluto para extraer los nucleótidos cíclicos. Posteriormente se evaporó el etanol

a 45°C y el residuo se resuspendió en 500 pl de buffer RIA (Acetato de Na 50 mM pH 5.5).

La medición de AMPc y GMPc se realizó por radioinmuno ensayo según el método de

Steiner y col [228]. Este método se basa en el desplazamiento competitivo de un derivado

del AMPc o el GMPc marcado con 125’],capaz de unirse a un anticuerpo específico para cada

uno de los nucleótidos cíclicos. Para todas las mediciones se usó AMPc y GMPc marcado

con 125l.Los anticuerpos usados fueron de Chemicon lnt.. Estos fueron titulados y se utilizó

la dilución que unía entre un 30-40% de la marca.

Las mediciones se realizaron por duplicado, tomando alícuotas de 30 y 100 pl para

determinar AMPc y GMPc respectivamente. Las alícuotas fueron acetiladas agregándoles 5

¡,tl de una mezcla de anhídrido acético- trietilamina (1:2 v/v). Este procedimiento permitió

aumentar la sensibilidad del ensayo al incrementar la afinidad de los nucleótidos por el

anticuerpo. Luego de la acetilación, se agregó secuencialmente a cada tubo 100 pl del

derivado marcado (20.000 cpm/tubo) y 100 pl del anticuerpo en la dilución óptima.

Las muestras, fueron incubadas 16 horas a 4°C. El ensayo se detuvo con el agregados

de 100 pl de una solución de seroalbúmina bovina al 2% en buffer acetato de Na 50 mM.

El anticuerpo unido a los nucleótidos se separó por precipitación con 2 ml de etanol frío,

seguida de una centrifugación a 800 x g durante 15 minutos. La radiactividad del precipitado

se contó en un contador 7.

En cada experimento se realizaron curvas control con patrones de AMPc y GMPc entre

25 y 5000 fmoles.
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2.9 Determinación de proteinas

La concentración de proteinas en los diferentes experimentos, se realizó por el método de Lo­

wry, usando seroalbúmína como standard [229]. Cuando fue necesario, las células sometidas

a los distintos tratamientos, fueron despegadas de las placas con NaOH 0.1 N.

2.10 Análisis estadístico de los datos

Para el análisis estadístico se utilizaron los test de Student para la comparación de dos muestras

y de varianza (ANOVA), seguido por Dunnet y Tukey para las comparaciones múltiples.
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ActividaddeGuanilatoCielasa

(pmdGMPc/mh/mgprot)

HOMOGENATO BLANCOI BLANCO 2

Figura 3.1: Actividad de guanilil ciclasa en un homogenato total de tiroides bovinas. La
actividad se determinó según se detalla en Materiales y Métodos, en presencia de 1 mM GTP
y 2.5 mM Mn”. Los blancos se realizaron con mezcla de reacción sin enzima (Blanco 1)
y con enzima calentada (Blanco 2). Todas la muestras fueron incubadas por 10 minutos a
37°C. Se representa la media j: DE (n: 6 por grupo), "' p<0.001, ANOVA,test de Dunnet.

1 Caracterización Parcial de la Guanilil ciclasa en

Tiroides Bovinas

La guanilil ciclasa, ha sido detectada en una gran variedad de sistemas biológicos [230, 231,

232, 233].En 1973 Barmasch y col [91], detectaron la presencia de la enzima en tiroides de

rata. No se conoce hasta el momento ningún otro estudio realizado al respecto, si bien el

producto de la reacción catalizada por esta enzima, el GMPc, fue detectado en tiroides de

diferentes especies [98, 234, 94].

Los experimentos que se describirán a continuación, tuvieron por objeto examinar la

presencia de GC y determinar una serie de parámetros de caracterización de la enzima en la

glándula tiroides bovina.

En una primera serie de experimentos, se determinó actividad de la enzima en un homo­

genato total de tiroides bovinas frescas. De acuerdo a numerosas evidencias experimentales,
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la enzima es altamente dependiente de manganeso [235, 233, 100], por lo tanto, se ensayó

en condiciones saturantes de sustrato (GTP 1mM) y del catión divalente Mn2+ (2.5mM). Se

detectó una actividad significativamente mayor que la de los blancos correspondientes, reali­

zados con reactivos sin enzima y reactivos con enzima calentada (Figura 3.1). El valor de

los dos blancos fue similar, motivo por el cual en los experimentos posteriores, solamente se

usaron blancos de reactivos sin enzima.

Como se ha mencionado en la Introducción, la enzima guanilil ciclasa, puede encontrarse

libre en el citoplasma, o bien asociada a fracciones de membranas. Teniendo en cuenta

estas consideraciones, se determinó la actividad de la enzima en las fracciones soluble y

particulada correspondientes a un homogenato centrifugado a 105.000 x g 60 minutos. Los

resultados obtenidos indican que la mayor proporción de la actividad enzimática, se encontró

asociada a la fracción soluble (79%), mientras que sólo una pequeña parte se detectó en el

precipitado (8%) (Tabla 3.1). Muchas enzimas que se encuentran asociadas a las membranas,

sólo pueden ser cuantificadas cuando son extraídas con detergentes o sales. La activación de

la GC, en fracciones particuladas previamente tratadas con detergentes, ha sido ampliamente

documentada, e indica un aumento de la actividad de la enzima entre 3 y 12 veces [236,

237, 102, 238, 101]. En consecuencia, se estudió el efecto del tratamiento con detergente

(Tritón X-100 1%) sobre la actividad de GC asociada a la fracción particulada. En la Tabla

3.], se indican los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. El tratamiento con

detergente incrementó significativamente la actividad de la enzima. En estas condiciones, la

proporción de GC particulada alcanzó un 26% respecto de la actividad del homogenato total.

Varios autores han informado que el Tritón X-IOO produce entre un 20%-70% de activación

en la GC soluble [236, 239, 240, 241]. Con el objeto de examinar este aspecto, la fracción

soluble fue sometida a un tratamiento con Tritón X-IOO 1% y posteriormente cuantificada

la actividad de la enzima. En la Tabla 3.1 se observa que la actividad detectada aumentó

un 70% respecto al sobrenadante no tratado, sugiriendo una modulación positiva de la GC

soluble por el detergente.

La cantidad relativa de cada una de las formas de la enzima en la célula, varía con
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Tabla 3.1: Distribución subcelular de la actividad de guanilato ciclasa. La obtención de las
fracciones se detalla en la sección Materiales y Métodos. Las fracciones tratadas con Tritón
al 1% fueron incubadas con agitación constante por 60 minutos a 4° C y posteriormente
centrifugadas a 105.000 x g 60 minutos. La actividad de la enzima fue ensayada en el
sobrenadante. En todos los casos la actividad enzimática fue determinada en presencia de
GTP 1 mM y Mn2+ 2.5 mM.

Fracción Actividad de guanilil ciclasa % Actividad específica

(nmol GMPc/min/g tejido) (pmol GMPc/min/mg prot.)

Homogenato total 6.5 100 67

Soluble(105000 x g) 5.1 79 131

Particulada(105000 x g) 0.51 8 69

Homogenato total con Tritón 8.8 100 103

Soluble con Tritón 8.6 97 203

Particulada con Tritón 2.3 26 346

el tipo celular, el estado fisiológico y el protocolo usado para ensayar la actividad. Los

resultados obtenidos, sugieren que en tiroides bovinas, predomina la GC soluble. Estos

resultados coinciden con lo descripto por otros autores, dado que en la mayoría de los tejidos

examinados, la proporción mas importante de esta actividad enzimática, se encuentra asociada

a la fracción soluble (79% pulmón, 76% músculo esquelético, 79% páncreas, 67% riñón, 90%

epidermis, hígado, 90% cerebro) [239, 102, 230, 233, 100].

El aumento de actividad, obtenido luego del tratamiento de la fracción particulada con

detergente, indicaría que una parte de la enzima se encuentra en las membranas en estado

"latente". Por otro lado, se ha informado que los tratamientos con detergentes de preparaciones

de GC, no solamente solubilizan la enzima, sino que además, producen una activación de la

misma. Esta activación por los detergentes, explicaría el incremento obtenido en la actividad

de la GC, luego que la fracción soluble fue sometida a tratamiento con Tritón X-100. Estudios

realizados por otros autores, para evaluar la capacidad de los detergentes para activar la GC
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de membrana, dió el siguiente orden: Lubrol-PX>Tritón X-100>Tritón X-67>Tween 20

[242]. Estos datos de activación de la enzima fueron correlacionados con el número HLB,

que representa la relación de regiones hidrofílicas e hidrofóbicas en un surfactante [242, 243].

El HLB obtenido con el Triton para una óptima estimulación de la enzima, es similar al

obtenido para la activación y solubilización de otras enzimas de membranas. Esto sugiere

que la activación de la GC particulada probablemente refleja la solubilización de la misma

[242].

Con el propósito de descartar una posible contaminación de la fracción particulada con

la fracción soluble y viceversa, se determinaron las actividades de las enzimas en ambos

preparados, previamente tratados con activadores específicos para cada una de ellas. Como se

mencionó anteriormente en la Introducción, la actividad de la GC de membrana plasmática,

puede ser incrementada por el Péptido Natriurético Atrial (ANP), mientras que la GC soluble

es activada por compuestos nitrogenados, como el nitroprusianto de sodio (NP), capaces de

liberar óxido nítrico. La Tabla 3.2, contiene los resultados obtenidos luego de tratar ambas

fracciones con estos activadores. De acuerdo con lo esperable, el ANP incrementó la actividad

en la fracción de membrana y el NP activó la GC de la fracción soluble. Sin embargo, no se

observó ningún efecto del ANP y NP sobre la enzima soluble y particulada respectivamente.

Estos resultados no solamente descartan una contaminación de las fracciones entre sí, sino

que además confirman que la enzima particulada y la enzima soluble puede ser modulada por

el ANP y el NP respectivamente en el modelo experimental utilizado.

Las proteínas de membranas pueden ser periféricas o integrales. Las primeras se encuen­

tran unidas a la membrana por fuerzas electrostáticas y enlaces de hidrógeno y en consecuencia

pueden ser extraídas fácilmente con sales o cambios de pH. Las segundas, en cambio, in­

teraccionan intensamente con las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos de la membrana,

y solo pueden ser liberadas con detergentes que compiten por las interacciones hidrofóbicas

entre estas y los lípidos.

Con el objeto de estudiar el tipo de interacción existente entre la enzima y la membrana,

se trató el precipitado de la centrifugación de 105.000 x g con NaCl 0.5M, deoxicolato 1% o
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Tabla 3.2: Efecto del NP y ANP sobre la guanilil ciclasa soluble y particulada. Ambas
fracciones, soluble y particulada fueron preincubadas por 15 minutos en presencia de NP
1 mM y ANP 1 pM. Posteriormente fue agregada la mezcla de reacción y determinada la
actividad enzimática en ambas fracciones-como se detalla en Materiales y Métodos. Se
representa los datos de la mediaztES de dos experimentos (n: 6 por grupo), * p<0.001, test
t de Student.

Fracción Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

Soluble 39.5:l:5.3

Soluble + NP 125i21 *

Soluble + ANP 40.0:t1.7

Particulada 43.5:t6.5

Particulada + NP 38.5:l:2.4

Particulada + ANP 93.0:t7.2 "'

(J oO I

M O O I

(pmolGMPc/min/mgprot.)

ESo

ActividaddeGuanilatoCiclasa

DOC 1% LUBROL PX 1%CONTROL NaCl

Figura 3.2: Extracción de la guanilil ciclasa de la fracción particulada. La fracción parti­
culada, fue tratada con Lubrol PX 1%, deoxicolato 1% y NaCl 0.5 M 1 hora a 4°C antes
del ensayo. La actividad de la enzima se determinó en el sobrenadante en presencia de 1
mM GTP y 2.5 mM Mn”. Se representan las medias :l: ES (n: 6 por punto), " p<0.05, *"‘
p<0.001 versus control, ANOVA, test de Dunnet.
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Lubrol PX 1%, durante 60 minutos a 4°C, con agitación constante y nueva centrifugación a

105.000 x g. La Figura 3.2, representa los resultados obtenidos luego de ensayar la actividad

de la enzima en el sobrenadante final de 105.000 x g. Se observa, que tanto el NaCl como

el deoxicolato extraen una significativa proporción de la enzima asociada a la membrana.

Sin embargo, la mayor actividad se obtuvo de las muestras tratadas con Lubrol PX. Estos

datos sugieren que Ia proteína se halla fuertemente asociada a la membrana y sólo es liberada

totalmente cuando se trata con un detergente no iónico. Por otro lado, estos resultados

coincidirían con la estructura propuesta para la GC particulada, descripta como una proteína

de transmembrana con un dominio extracelular, un dominio trasmembrana y un dominio

catalítico intracelular [244, 245].

El paso siguiente fue evaluar la dependencia de la actividad con la cantidad de proteínas.

Con este fin, se determinó la actividad enzimática en diferentes diluciones de ambas fracciones.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.3. La GC asociada a membrana presentó

línealidad hasta 0.4 mg de proteina (Figura 3.3A), mientras que para la enzima soluble la

línealidad se mantuvo hasta 0.8 mg (Figura 3.3B).

La cinética de la reacción para ambas enzimas ensayadas a igual concentracion de pro­

teinas, indica que la formación de producto fue lineal hasta los 30 minutos para la enzima

particulada y hasta los 90 minutos para la soluble (Figura 3.4A y 3.4B ). A partir de estos

resultados, los experimentos que se describirán a continuación se realizaron utilizando una

cantidad de proteinas que varió entre 0.] y 0.3 mg por tubo, incubando las muestras durante

10 minutos.

Estudios previos han establecido que la máxima actividad de estas enzimas se obtienen

en condiciones de exceso de catión con respecto a la concentración de GTP [235, 101]. Con

estos requerimientos, se puede asumir que el sustrato es MnGTP y que el exceso de metal

actúa como activador. Considerando lo expuesto anteriormente, el análisis cinético de este

sistema enzimático, se realizó tomando como sustrato el complejo MnGTP en condiciones de

exceso de Mn“. Con la enzima soluble, se obtuvo un clásico comportamiento michaeliano

(Figura 3.5A). La representación de los valores según la ecuación de Lineweaver-Burk se
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Figura 3.3: Efecto de la variación en la concentración de proteinas sobre la actividad de
guanilil ciclasa. Las diferentes diluciones de las fracciones soluble y particulada fueron
ensayadas en condiciones standard. Las muestras se incubaron por 10 minutos a 37° C. Se
representan las medias d: ES (n: 6 por punto). A Guanilil ciclasa soluble. B Guanilil ciclasa
particulada.
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Figura 3.4: Actividad de guanilil ciclasa en función del tiempo. La actividad de las enzimas
correspondientes a las fracciones solubles y particuladas fueron determinadas luego de dife­
rentes periodos de incubación, según las condiciones standard. Se representan las medias :t
ES (n: 6 por punto). A. Guanilil ciclasa soluble. B. Guanilil ciclasa particulada.



1 Caracterización Parcial de la Guanilil ciclasa en Tiroides Bovinas 53

observa en la Figura 3.58. El Km aparente para MnGTP fué de 0.034:l:0.007

mM, mientras que la Vmax obtenida fue de 59.8 pmol GMPc/mg prot./min. La enzima aso­

ciada a membrana presenta, en cambio, un comportamiento alostérico positivo (Figura 3.6A).

El SM aproximado para el MnGTP, estimado por la ecuación de Hill fue de 0.214:l:0.007,

con un coeficiente de Hill de 1.9 (Figura 3.6B). Bte último dato indicaría que al menos 2

moléculas de sustrato (MnGTP), participan en la reacción catalizada por la enzima.

Coincidiendo con los resultados recientemente expuestos, numerosas evidencias experi­

mentales sugieren para la GC citosólica una cinética típicamente michaeliana con respecto al

GTP [102, 246, 101]. En contraste, para la enzima particulada se ha descripto un compor­

tamiento alostérico positivo [232, 246, 113]. Con preparaciones de enzima soluble, el Km

aparente para el GTP en presencia de Mn2+ varia entre 0.012 y 0.3 mM según el tejido y

la especie estudiada [101, 247, 231, 248, 239, 246]. La GC particulada requiere altas con­

centraciones de sustrato para alcanzar la mitad de su máxima actividad. Los valores para

el 80.5 aparente se encuentran entre 0.01 a 0.3 mM con un coeficiente de l-lill de 1.4-].7

[101, 231, 240, 232, 249, 250].

El paso siguiente en la caracterización del comportamiento cinético de la enzima, fue

estudiar la actividad de la GC en función de la concentración de exceso de Mn“. Los

resultados representados en la Figura 3.7, indican un comportamiento cooperativo positivo

para la enzima soluble. El 80.5 para el Mn2+ obtenido de la ecuación de llill es de 1.2i0.065

mM, con una pendiente de 3 (Figura 3.7B).

El analisis de los datos obtenidos con la enzima particulada representados en la Figura

3.8, indica una cinética michaeliana, con un Km aparente para el Mn2+ de aproximadamente

O.280:t0.11 mM.

De acuerdo a resultados obtenidos por otros autores, el Mn2+ es el catión más efectivo para

la GC nativa [235, 251, 100, 230]. Sin embargo el Mg2+ o Ca“, pueden servir como cofactor

para los requerimientos de cationes metálicos [102, 101]. Dadas estas consideraciones, se

decidió examinar el efecto de ambos cationes sobre la actividad de la enzima. En una

primera serie de experimentos se reemplazó el manganeso en la mezcla de reacción por
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Figura 3.5: Cinética de la actividad de guanilil ciclasa soluble en función de la concen­
tración de MnGTP. La enzima fue ensayada en presencia de las concentraciones indicadas de
MnGTP y 2.5 mM de Mn2+ total. Otras condiciones se describen en la sección Materiales y
Métodos. Se representa la media :i: ES (n: 8 por punto). A. Actividad de guanílil ciclasa vs
concentración de sustrato. B. Representación gráfica de la inversa de la actividad de guanilil
ciclasa en función de la inversa de la concentración de MnGTP.
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Figura 3.6: Cinética de la actividad de guanilil ciclasa particulada en función de la concen­
tración de MnGTP. La actividad de la enzima fue determinada en las mismas condiciones

descriptas en la Figura 3.5. Se representa la media :i: ES (n: 8 por punto). A. Actividad de
guanilil ciclasa vs concentración de sustrato. B. Representación de la recta de Hill.



56 Resultados y Discusión

7C

(pmolGMPc/rngprat/min)

ACTIVIDADDEGUANILATOCICLASA
G l l l l l

l 2 3 4

EXCESO DE Mn“ (mM)

(Vmax-v)/v)

10° 10'

Excesode an'

Figura 3.7: Actividad de guanilil ciclasa soluble en función de la concentración de Mn2+
libre. La actividad de la enzima fue determinada en presencia de 1 mM MnGTP y diferentes
concentraciones de exceso de manganeso. Otras condiciones se describen en Materiales y
Métodos. Se representan la media :t ES (n: 8 por punto). A. Actividad enzimática vs
concentración de Mn2+ libre. B. Representación gráfica de la ecuación de Hill.
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Figura 3.8: Cinética de la actividad de la guanilil particulada en función de la concentración
de Mn2+ libre. La actividad de la enzima fue determinada en las mismas condiciones des­

criptas en la Figura 3.7. Se representa la media :1: ES (n: 8 por punto). A. Actividad de
guanilil ciclasa vs concentración de Mn2+ libre. B. Representación gráfica de la inversa de
la actividad enzimática en función de la inversa de la concentración de Mn2+ libre.
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Tabla 3.3: Efecto del magnesio sobre la actividad de la guanilil ciclasa. La actividad de la
enzima fue determinada según se detalla en la sección Materiales y Métodos en presencia
de 1 mM de GTP y las concentraciones de Mg2+ y Mn2+ que se indican. Los resultados
representan la mediaiES de tres experimentos (n: 6 por punto).

Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

Particulada Soluble

Concentración Mn2+ Mg2+ Mn2+ Mg2+

(mM)

0 ND ND ND ND

0.25 14.5:l:1.3 ND 16.7:l:4 2:t0.1

0.50 22.0:lz2.7 ND 27i1.3 7.3:l:0.7

1.0 37.6:l:8.6 ND 104i3 11.5:l:1.6

2.5 39.7:l:1.3 ND 130i11 17.8:l:0.7

5.0 36i0.1 ND 80:t0.56 16.5:l:0.26

diferentes concentraciones de magnesio. La Tabla 3.3 contiene los datos obtenidos, luego de

ensayar la enzima en estas condiciones. Se puede observar, que con la GC de la fracción

soluble, la actividad obtenida es aproximadamente 7 veces mayor en presencia de Mn2+ que

de Mg2+ Asimismo, cuando se trabajó con la GC asociada a la fracción particulada, no

se detectó actividad en presencia de Mg“, aunque si se obtuvo actividad en presencia de

Mn2+ (Tabla 3.3). Los resultados discutidos precedentemente coinciden con lo propuesto por

otros autores que describen un débil efecto del Mg,2+sobre la actividad de la enzima soluble

[231, 101, 100, 235]. Los resultados previamente descriptos con la enzima particulada son

contradictorios. Chrisman y col [101], no detectan actividad de la enzima en presencia de

Mg“, mientras que Kimura y col [23]] informan un leve efecto del Mg2+ sobre la GC

asociada a membranas.

El paso siguiente en la caracterización del efecto de los cationes divalentes sobre la GC,
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fue evaluar el efecto del Ca2+ sobre la actividad de la enzima.

Los valores representados en la Tabla 3.4, indican que el catión aún en diferentes concen­

traciones, no modificó la actividad de ninguna de las dos enzimas, en presencia de 2.5 mM

de Mn“. Con concentraciones subóptimas de Mn2+ (0.5 mM), se obtuvo efecto inhibitorio

significativo sobre la actividad de la enzima asociada a membranas a altas concentraciones

de Ca2+ (S mM). Por otro lado, se observó un aumento de la actividad en la GC soluble

a altas concentraciones de Ca”. Sin embargo, este estímulo sólo representa aproximada­

mente el 20% de los valores obtenidos con concentraciones de Ma“ Óptimas (Tabla 3.4).

La presencia de calcio, como único catión divalente, no fue suficiente para detectar actividad

con ninguna de las dos enzimas. Otros autores han estudiado el efecto del Ca“ sobre estas

enzimas obteniendo resultados variados y contradictorios [231, 10], 233].

En cuanto al efecto de este catión en presencia de concentraciones óptimas de manga­

neso, algunos autores coinciden con lo expuesto [238, 101], mientras que otros describen

una activación de la enzima en estas condiciones [239, 233]. De acuerdo a numerosas evi­

dencias experimentales, la GC soluble es activada por Ca2+ en presencia de concentraciones

subóptimas de Mn2+ [230, 238, 101]. En algunos tejidos, los valores alcanzan y superan

los conseguidos con concentraciones óptimas de Mn“ [230, 239, 233], mientras que en

otros, si bien se detecta un aumento considerable de la actividad enzimática, este representa

un pequeño porcentaje de los valores obtenidos en presencia de concentraciones óptimas de

manganeso [238, 231]. Contrariamente a lo descripto para la enzima soluble, la GC par­

ticulada es inhibida por calcio [252, 239, 101, 231]. Sin embargo estos resultados fueron

descriptos para enzimas que se sometieron a tratamientos con Tritón X-100, no pudiéndose

descartar un efecto del detergente en la inhibición observada.

Los resultados discutidos precedentemente, sugieren que ambas enzimas son totalmente

dependiente de manganeso. Por otro lado, si bien la GC soluble es levemente activada por

Mg2+ y Ca2+ en determinadas condiciones, la presencia de estos cationes no parece ser

significativa para la actividad de las mismas.

La Tabla 3.5, resume los parámetros y las propiedades encontradas para ambas enzimas.
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Tabla 3.4: Efecto del calcio sobre la actividad de guanilil ciclasa. La actividad de la enzima
fue ensayada en presencia de GTP 1 mM y las concentraciones que se indican de Mn2+ y
Ca“. Las otras condiciones del ensayo se detallan en Materiales y Métodos. Los datos
representan la mediaiES de tres experimentos (n: 6 por punto).

Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

SolubleParticulada

C3Cl2 (mM) Mn2+ 0.5mM Mn2+ 2.5mM Mn2+ 0.5mM Mn2+ 2.5mM

0 8.3i0.3 28.6:t0.1 6.5:l:0.6 81.5:l:3.5

0.05 6.1i1.6 NE 8.3i0.9 67.0:L-8.5

0.10 8.7i0.6 26.6i1.9 7.3:l:0.14 73.0:l:4.2

0.50 10.2:l:2 24.2:t0.9 9.0i1.5 80.0:t14

2.00 8.0i0.4 23.3:l:0.3 12.8:t2.1 81.5:l:7.8

5.00 6.9i0.3 23.3:l:0.3 15.3:t0.9 74.0:l:14

En suma, los resultados hasta aqui presentados establecen firmemente la existencia de la

enzima guanilil ciclasa en Ia tiroides bovina. El conjunto de evidencias reunidas avalan la

presencia de dos tipos de esta enzima: soluble y particulada, sobre la base de una serie de

diferencias trascendentes en su comportamiento, frente a distintas condiciones experimentales.

La existencia de dos formas de GC ha sido ampliamente documentada en diversos sistemas

biológicos [104, 106, 109, 111, 113, 119]. Dada la demostración experimental de que ambas

enzimas son susceptibles de diferentes mecanismos de regulación, es tentador especular que

cada una de ellas podria desempeñar un rol biológico particular. Si bien el producto final

de la reacción catalizada por estas es idéntico, la posibilidad de la compartimentalización del

GMPc podría generar diferentes sistemas de respuesta en función de su localimción.
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Tabla 3.5: Resumen de las propiedades de la guanilil ciclasa soluble y particulada de tiroides
bovinas.

SOLUBLE PARTICULADA

Distrib. Subcelular

Efecto del Tritón X-lOO

Cinética para MnGTP

Sitios de unión para MnGTP

Cinética para Mn2+

Sitios de unión para Mn2+

Efecto del Mg2+

Efecto del Cu2+

Efecto del NP

Efecto del ANP

79 %

T (70%)

hiperbólica

1

sigmoidea

3 o más

T (14%)

T (215%)

8 %

T (350%)

sigmoidea

2 o más

hiperbólica

1 (115%)
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2 Rol del Sistema Guanilil ciclasa-GMPC en la Cap­

tación de Ioduro

Los resultados presentados en el capítulo anterior avalan la presencia de la enzima GC en

la glándula tiroides bovina. El objetivo planteado a continuación fue determinar el posible

rol biológico asociado con esta actividad enzimática. Para este fin, el modelo experimental

utilizado fue el de cultivos primarios de tiroides bovinas, que si bien presentan la desventaja

de una mayor heterogeneidad en comparación con una línea establecida, conservan más que

ésta, las características diferenciada de la glándula, permitiendo la realización de estudios de

mayor relevancia fisiológica y a más largo plazo.

Como se discutíera precedentemente, la síntesis de GMPc intracelular en la tiroides bovina

puede ser catalizada por dos tipos de guanilil ciclasas: una asociada a membranas, y otra

soluble. Sin embargo, la mayor proporción de esta última respecto a la anterior, podría ser

un indicador de su mayor trascendencia fisiológica.

Múltiples evidencias experimentales señalan al óxido nítrico como el modulador más

conspícuo de la GC soluble [253, 254, 255, 256, 257]. La síntesis de NO es catalizada por

la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), que ha sido descripta en una gran variedad de tejidos

[258, 259, 260, 26], 262, 263, 264], incluyendo la tiroides [265, 266]. Una herramienta

comunmente utilizada como liberador de NO es el nitroprusiato de sodio (NP). El mecanismo

de liberación del NO a partir de la molécula de NP ha sido recientemente dilucidado [267] y

requiere la reducción con un electrón y la pérdida de un grupo ciano previo a la liberación

de la molécula de NO.

La primera serie de experimentos tuvo como objetivo verificar que en el modelo expe­

rimental utilizado, la GC es activable por nitroprusiato de sodio. Para ello, se determinó

la actividad de la enzima en extractos totales de células previamente tratadas con diferentes

concentraciones de NP. En esta serie de experimentos, se ensayó la actividad de la enzima

en extractos totales debido a que, como se discutió en la sección anterior, la GC unida a

membrana no es activada por NO, de manera tal que el estímulo que se observó respecto del
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Figura 3.9: Efecto de diferentes concentraciones de nitroprusiato de sodio sobre Ia actividad
de guanilil ciclasa en cultivos primarios bovinos. La actividad de la enzima fue determinada
en extractos totales de células de tiroides bovinas, según se detalla en la sección Materiales y
Métodos. Células en conlluencia total fueron tratadas por 2t) mirmtos con las concentraciones
de Nl’ indicadas. Se representa la media :l: liS de tres experimentos (n: 9 por grupo), *
p<(l.t)l versus control, ANOVA, test de Dunnct.

control es atribuible a la GC soluble. Ademas, el aporte de la enzima particulada en ausencia

de detergentes es inferior al 10%. Los resultados presentados en la Figura 3.9 indican que

el estímulo maximo de la enzima (300% respecto a células no tratadas) se obtuvo a partir de

una concentración de Nl’ de tl.l mM.

Si se compara el efecto del nitroprusiato sobre la actividad de la enzima extraída de

tiroides (Figura 3.10) con referencia a la obtenida en los cultivos primarios, se puede observar

que esta ultima alcanzó el nivel de saturación con concentraciones menores del compuesto

nitrogenado (5 mM y l()t) ¡1M respectivamente). Si bien esta diferencia podría indicar una

mayor sensibilidad del cultivo al NP, no puede descartarse que la diferencia en Ia respuesta

observada se deba a que en ambos casos el efecto del NP fue ensayado en distintas condiciones

experimentales. Cuando se trabajó con tiroides frescas, el extracto conteniendo la enzima fue

incubado en presencia de NP, mientras que con los cultivos primarios las células enteras

fueron tratadas con nitroprusiato y posteriormente se realizo la extraccion de la enzima para

determinar su actividad. Asimismo, no se puede dejar de considerar una variación en la vida

media del NP producida por las diferentes condiciones de incubación.
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Figura 3.]0: Efecto de diferentes concentraciones de nitroprusiato de sodio sobre la actividad
de guanilil ciclasa en homogenato total de lirodes bovinas frescas. Se determinó la actividad de
guanilil ciclasa en homogenatos totales tratados por 20 minutos con NP en las concentraciones
indicadas. Se representa la tnedia :l: ES de dos experimentos (n: 6 por punto), * p<().()()l
versus control, ANOVA, test de Dunnet.

Según lo informado por otros autores, Ia concentración efectiva de NP varia entre 0.0]­

l2 mM, de acuerdo al sistema usado y el parámetro en estudio [254, 268, 26‘), 270, 271,

272]. Teniendo en cuenta estos antecedentes en conjunto con la labilidad descripta para esta

molécula, se decidió usar en los experimentosposteriores una concentración de NP de 5 mM,

de manera de lograr condiciones de exceso de modulador.

El efecto del NP, durante tiempos variables, en células de tiroides bovina se representa en

la Figura 3.1]. A los 5 minutos, la actividad de la enzima resultó máxima, disminuyemlo a

tiempos posteriores. [Elestímulo sobre el nivel del control resulto significativo durante todo

el período estudiado (55% de estimqu a los 180 minutos).

Estos resultados demuestran que la enzima mantuvo su capacidad de ser estimulada por

el NO en el modelo experimental utilizado y que el grado de activación depende del tiempo

y de la concentración de NP. Con el objeto de examinar si existe una correlación entre Ia

activacion de la enzima y los niveles de GMPc en las células de tiroides hovinas, se estudio

el efecto de NP a diferentes tiempos sobre el contenido del nucleótido. Los resultados se

representan en la Figura 3.12. El incremento fue significativo a partir de los 5 minutos, en

estrecha correlación con lo descripto para el efecto del NP sobre la guanilil ciclasa. Según
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Figura 3.1|: Actividad de guanilil ciclasa en función de diferentes períodos de tratamientos
con NP. La actividad enzimática fue ensayada según lo descripto en la Figura 3.9. Las
células fueron tratadas por diferentes tiempos con 5 mM Nl’. Se representa los ¡xu'centajes
de estimulación respecto del control :t lïS de tres experimentos (n: 9 por grupo), * p<t).t)l
versus control, ** p<(l.()5 versus control, ANOVA, test de Dunnet.

lo mencionado anteriormente, la actividad de GC luego de una rapida activación (5 minutos)

decreció a tiempos mayores, siendo la caída ya observable a los Zt) minutos. Sin embargo,

el contenido dcl nucleótido aumento hasta alcanzar un maximo a los 30 minutos. Dado que

los experimentos desmiptos se realizaron en presencia de un inhibidor de la fosfodiestcrasa

(IBMX), probablemente, este aumento sea el resultado de la acumulación del mismo en el

transcurso del tratamiento. listos resultados concuerdan con descripciones previas del efecto

del Nl’ sobre el sistema GC-GMl’c en diferentes tejidos, lllCltlSt)en tiroides [97, 273, 99].

llabiendo caracterizado al Nl’ como una herramienta apropiada para la estimulacion de la

GC en el modelo experimental, se procedió a analizar la participación de esta enzima crr Ia

regulación de la función tiroidea.

lín este sentido, una de las funciones relevantes de la lisiología tiroidea es la capacidad de

concentrar iodo [274]. lil transporte del halogcno hacia el interior de la tiroides, constituye

el paso inicial y limitante en la síntesis de las hormonas tiroideas [275, 7].

lín ausencia de 'l‘Sll, las celulas de tiroides bovinas en cultivo son poco diferenciadas y

por lo tanto los parametros tiroideos resultan sumamente disminuidos [65]. [3| agregado de

la hormona produce cambios morfológicos y aumento de las funciones diferenciadas. C‘on
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Figura 3.]2: Efecto del NP sobre los niveles (le GMPc. Las células fueron tratadas con
5 mM NP por los tiempos indicados. El contenido (le GMPc fue determinado por RIA
según se detalla en ln sección Materiales y Métodos. Se representa la media :t ES (lc
cuatro experimentos (n: 12-15 por punto), p<0.01 versus control para todos los tiempos
representados, ANOVA, test dc Dunnet.
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Figura 3.13: Curva dosis-respuesta del efecto de 'l'Sll sobre la captación de 125len cultivos
primarios de tiroides bovinas. Las células fueron'tratmlas durante 72 hs, con las dosis de
'l'SlI indicadas y luego se determinó la incorporación de 125lsegún se describe en Materiales
y Métodos. La marca captada se expresa en prnoles de ¡odo/mg proteina. Se representa la
media :l: ES de dos experimentos (¡1:8 por punto), * p<().()l, ** p<().t)()l versus control,
ANOVA, test de 'l'ukey.

el objeto de estudiar el rol del sistema GC-GMl’c en la captación de ioduro, en una primera

etapa, fue necesaria la puesta a punto de las condiciones óptimas para evaluar este parametro

en cuanto a los requisitos de tiempo y concentración de 'l'Sll. [in primer lugar, se examinó

el efecto de distintas concentraciones de 'l'Sll (0.005 mU/ml a 5 mU/ml). ’ara ello, células

cultivadas hasta confluencia total fueron tratadas con la hormona durante 72 lis. El tiempo

elegido es compatible con el descripto por otros autores para obtener un imíximo electo sobre

este parametro en otras células tiroideas [12]. l’ara la determirurción de la captación de “5|,

luego del tratamiento con diferentes dosis de tirotrolina, se realizó el lavado y la incubación de

las células con el isótopo radiactivo en presencia de un inhibidor de la organilicación (MMI).

delermiruimlose la radiactividad asociada a ioduro intracelular, luego dc 2 horas de tratamiento.

De acuerdo con lo descripto por Gerard y col [65], este es el tiempo en el que el contenido

de marca detectable en la célula representa la concentración del estado estacionario. lin

presencia de un bloqueante de la organilicacir’n, los niveles de ¡odo intracelular correspomlcn

exclusivamente al halógeno libre en estado de ioduro.

lin la Figura 3.13 puede observarse que a partir de una concentración de 0.005 mU/ml,
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Figura 3.14: Variación temporal de la acción de la TSll sobre la captación de ioduro. Las
células fueron tratadas con 0.5 mU/ml de TSl-l por los tiempos indicados. La captación de
125lse realizó según se detalla en Materiales y Métodos. Se representa la mediaj: ES de
dos experimentos (n: 8 por punto), p< 0.0] para 24 hs, p< 0.00] para los otros tiempos
indicados, ANOVA, test de Dunnet

Ia ’l‘SIl indujo un aumento significativo de este parametro (34%), creciente a concentraciones

mayores. Las concentraciones de tirotrofina usadas en células tiroideas oscila entre 0.010

mU/ml y 50 mU/ml dependiendo de la especie, las condiciones experimentales y el parametro

que se quiere estimular [276, 277, 65, 278]. El sistema de transducción de señales mas

conspícuamentc asociado a la acción de la 'l‘Sll es el de adenilil ciclasa-AMPc (AC- AMPc)

[279, 50, 5], 52]. Sin embargo, trabajos dc varios autores [54, 55, 280, 28], 282, 283],

demuestran que la TSll en dosis altas (3 a 30 mU/ml) estimula en tiroides de varias especies la

generación de t'osfoinosítidos, por una vía independiente de la adenilil ciclasa. Por tal motivo,

se utilizó una concentración de 'l‘Sll de 0.5 mU/ml, que si bien produce una estimulación

submzíxima, disminuye la probabilidtul de activación de esta segunda vía, cuya relevancia

fisiológica es objeto de controversia. La Figura 3.14 representa el efecto de la 'I‘Sll (0.5

mU/ml) sobre Ia captación de 1“I, luego de distintos períodos de incubación (24, 48, 72

y 96 bs). La hormona produce un aumento significativo en la acumulación de iodo, que

resultó maximo a las 72 horas, sin variaciones hasta las 96 hs de tratamiento. Se descartaron

tiempos menores a las 24 horas dado que estudios previos realizados en nuestro laboratorio

demostraron que la TSll carece de efectos sobre este parámetro.
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Se ha demostrado que la 'l‘Sll produce dos tipos dc efectos, uno rapido, que se observa

a los pocos minutos de agregada la hormona (cambios morfológicos, activación de la sc­

crcción, l'ormacióu de iodotirouinas, respiración mitocondrial etc.), y otro lento, relacionado

con la síntesis de ARNm y proteínas (crecimiento e incremento en la capacidad funcional

de la glándula). Los estudios realizados con inhibidores de la síntesis de proteínas sugieren

que el estímulo del transporte de ioduro hacia el interior del tirocito, es dependiente de la

transcrhnión y la traducción de proteínas [84, 85]. Los resultados obtenidos corroboran lo

expuestos prcccdcutcrucute y coinciden ampliamente con Io descripto por (leiaid y col. [65].

quienes demostraron que en este modelo experimental, la 'l'Sll al'ecta este parametro, despues

de 24 hs. Asimismo, Weiss y col. [12], en células l’R'l‘L-S, observaron que se alcanza una

estimulación evidente de este parametro recién a las l2-24 horas, logrando una respuesta

maxima a las 72 horas de tratamiento.

Una vez caracterizado el sistema en cuanto a los requerimientos de 'l'Sll, se examinó el

el'ecto del NP (5 mM) sobre la captación de ioduro..CéluIas cultivadas hasta conlluencia total

e incubadas por 72 hs en ausencia o en presencia de 'l'Sll (0.5 mU/ml), se trataron con este

compuesto por diferentes tiempos (20, 60, 120, 180 minutos).

En la Tabla 3.6, se observan los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. El

nitroprusiato careció dc efecto sobre los niveles basales de iodo acumulado en todo el rango

temporal examinado. Sin embargo, se observó una inhibición del cl'ecto estinnrlatorio de la

'l'Sll sobre la captación, que resultó evidente a los 60 minutos y se hizo significativa a las

2 horas con una inhibición del 42%, que aumenta hasta el 65% a las 3 horas de tratamiento

(Figura 'l'abla 3.6).

En la Figura 3.15, se observa el efecto de distintas concentraciones de NP sobre el estímulo

de la captación de ioduro inducido por 'l'Sll. La COIICCllll'llClÓI]mínima el'ectiva fue de lt)

NM, resultando un electo inhibitorio maximo con una concentración de 5 mM. El rango de

concentraciones efectivas en la inhibición de este parametro presentó una alta correlación con

la curva dosis-respuesta de activación de la GC por Nl’, sugiriendo que el mecanismo de

acción del compuesto nitrogenado, involucra la activación de la enzima (Figura 3.9).
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'l‘ahla 3.6: Efecto del nitroprusiato de sodio sobre la captación (le ioduro. Células incubadas en
presencia y ausencia de TSI] (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas por los tiempos indicados
con 5 mM NP. La incorporación de mi fue determinada según se detalla en la sección
Materiales y Métodos. Los datos talmlados representan la mediaiES de 3-6 experimentos
(n: 12-16 por grupo), * p<0.0] versus control, "‘* p<0.0] versus TSH, ANOVA, test de
Dnnnet. Figura. Se representa el porcentaje (le inhibición de la acción de la TSI] por el NP

Captación (le “5| (pmol I‘lmg prot.)

Tiempo de incubación con NP (minutos)

Tratamientos 20 60 120 180

Control 62.();i:5.8 58.5:t8.() 59.6:lz5.1 67.0:tl.3

NP S‘).4:l:4.() Sl.6:l:4.() 52.3:t3.1 79.2:t25.2

TSH 238i25.6' 225.():t49.()' 173.0i10.8' 229.0i l0.6'

TSI h-NP 2|9.0:i:10.6 19().0:i:25.9 126.0:t8.7' 124.0:t7.0'

%Inhibición

Tiempo (mln)
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Figura 3.15: Curva dosis-respuesta dcl efecto del Nl’ sobre la acción de 'l‘Sll en la captación
de ioduro. Células tratadas por 72 hs con 0.5 rnU/ml de 'l'Sll fueron incubadas con NP en
las concentraciones indicadas y determinada la incorporacim de 125l.Los valores representan
la media i IESde dos experimentos (n: 8 por grupo), * p<t).()5, ** p<t).t)t)l versus 'l'SII,
ANOVA, test de Dunnet.

Con el objeto de descartar la posibilidad dc que la inhibición observada sc deba a un efecto

citotóxico inducido por Nl’, se examinó la revcrsibilidad de la inhibición de la captación de

125l inducido por 'fSll. Con este lin, células tratadas con 5 mM de nitroprusiato durante 3

horas, fueron lavadas dos veces con medio fresco c incubadas nuevamente con 'l‘Sll (0.5

mU/ml) por 24 hs. 'l'ranscurrido el tiempo indicado, sc determinó la incorporación de 125l.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.16, e indican que el efecto del Nl’ es

reversible. Asimismo, la falta de efecto del NP sobre celulas en condiciones basales, avalan

la atoxicidad del compuesto.

Se ha demostrado que la GC soluble purificada contiene un grupo hemo que podría ser

el sitio receptor para la molécula de NO [284, 285, 286]. Dada la elevada alinidad del

óxido nítrico por los anillos hemo, se ha descripto el uso de hermglobina libre reducida

como inhibidor del NO [287]. Los resultados representados en la Figura 3.17, indican que la

hemoglobina en concentración 100 HM, bloqueó cl efecto del nilroprusiato en la inhibición

sobre la acción de la 'l’Sl-l, sin afectar per se este parz'nnetro. Estos resultados avalan que el

efecto descripto es mediado por la liberación de NO.

En la figura 3.18 se representa el efecto de un análogo permeable del GMl’c ( el 8Br­
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Figura 3.16: Reversión del efecto inhibitorio del NP sobre la captación (le ioduro. Células
incubadas con 'l‘Sll por 72 hs fueron tratadas con 5 mM (le NP por 3 hs. 'l‘ranscurrido este
periodo fueron lavadas (los veces con medio fresco y determinada su capacidad de incorporar
125l luego (le incubarlas con medio fresco suplementado con 0.5 mU/ml (le TSll por los
tiempos indicados. Se representa la media j: ES de dos experimentos (n: 8-10 por grupo), "'
p< 0.00] versus control, ** p< 0.00] versus TSH, ANOVA, test (le Tukey.
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Figura 3.l7: Efecto (le Ia hemoglobina sobre la acción del NP. Células incubadas con o sin
’l‘SIl (0.5 mU/ml) por 72 hs fueron tratadas con 5 mM (le NP por 3 hs en presencia (le ().l
mM (le hemoglobina reducida (llB). El agregado (le la hemoglobina se realizó lt) minutos
antes (le iniciar el tratamiento con NP. La incorporación de 125lse determinó según se detalla
en Materiales y Métodos. Se representa la media :t ES (le (los experimentos (n: 8 por grupo),
* p<(l.(ll versus control, ** p<(l.(l5 versus 'l‘Sll, ANOVA, test (le ’l‘ukey.
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Figura 3.18: Efecto del 8Br-GMl’c sobre la captación dc iodo. Células que permanecieron 72
hs, en presencia o en ausencia de 'l'Sll (0.5 mU/ml) fueron tratadas con lt) [lM de 8Br-GMl’c
por ZUy 60 minutos. La captación de ¡odo fue determinada por la incorporación de 125l.Se
representa Ia media :l; IESde tres experimentos (n: 6-9 por grupo), * p<().(ll versus control,
** p<(l.(ll versus 'l'SIl, ANOVA, test de Dunnct.

GMl’c) sobre la captación de ¡oduro. Las células incubadas en presencia o ausencia de 'l'Sl l,

posteriormente fueron tratadas durante 20 y 60 minutos con 8Br-GMPc (100 NM). A los 2()

minutos, el análogo careció de efecto, observándose una inhibición de la acción de la 'l‘Sll

(70%) a los 60 minutos de tratamiento. Al igual que lo observado con el NP, en condiciones

basales no se observaron efectos significativos en ninguno de los tiempos estudiados. Como se

ha descripto previamente (Figura 3.l2), el NP produce un incremento del contenido de GMl’c

intracelular ya detectable a los 5 minutos de incubación, sin embargo resultaron necesarios

120 minutos para producir una inhibición signilicativa del efecto de la 'l'Sll en la captación

de ¡oduro. Por otra parte, el SBr-GMl’c inhibió significativamente este parametro a los ót)

minutos de tratamiento. El efecto del análogo del nucleólido fue evidente a tiempos mas

cortos que los requeridos en la acción del NP, lo que podría tomarse como una evidencia

adicional a favor de que el mecanismo de acción de este involucra la activación de la vía

GC-GMl’c. Sin embargo, no puede descartarse que la diferencia temporal observada pueda

atribuirse a una diferencia de concentraciones efectivas entre el análogo y las alcanzadas en

la célula en respuesta al NP.

Los resultados hasta aquí expuestos indican que: l) El Nl’ estimula Ia actividad de (JC‘



74 Resultados y Discusión

2) el NP aumenta los niveles de GMPc, 3) el 8Br-GMP reproduce los efectos del NP, 4)

la hemoglobina revierte el efecto del NP. En conjunto, estas evidencias demuestran, que el

mediador en la respuesta al NP es el GMPc, a través de la liberación de NO, aunque no se

descarta la existencia de mecanismos alternativos.

Según lo expuesto precedentemente, el NP en condiciones basales produce un incremento

de la actividad de la GC y de los niveles de GMPc, sin embargo el sistema de incorporación de

ioduro es solo sensible al compuesto nitrogenado en células diferenciadas con TSll. Un efecto

esencialmente similar se observó en respuesta al 8Br- GMPc. Una posible interpretación

de este fenómeno podría ser que la TSl‘l por algún mecanismo no conocido potencie la

estimulación de la GC por NP de manera tal de alcanzar los niveles de GMPc requeridos

para inhibir el mecanismo de captación de ioduro, que sean insuficientes cuando el estímqu

de la GC es el NP en ausencia de 'l‘Sl-l. Dos evidencias experimentales permiten descartar

esta hipótesis. Por una parte, el SBr-GMPC, aún en exceso, careció de efecto per se sobre

la captación basal de ioduro (Figura 3.18). Por otra parte, se estudió el incremento de los

niveles de GMPc inducido por NP en presencia de 'l‘Sll. Células tratadas previamente con

tirotrolina (0.5 mU/ml) por 72 hs l'ueron incubadas con NP (S mM) por diferentes períodos.

Los resultados presentados en la Figura 3.19 indican que el nitroprusiato en presencia de 'l‘SlI,

produce un el'ecto esencialmente similar al obtenido en condiciones basales. Análogamente

a Io observado en ausencia de TSH (Figura 3.12), en las células previamente tratadas con Ia

hormona el NP, incremento el contenido de GMPc a partir de los 5 minutos de tratamiento,

manteniéndose elevado en todos los tiempos estudiados. Por otra parte, se observó que

la TSll per se no modifica en forma significativa el contenido del nucleótido cíclico. La

ausencia de efectos de la TSI'I sobre este nucleótido cíclico ha sido previamente descripta.

En cortes de tiroides bovinas, tratados con 0.5 mU/ml de TSII no se observaron variaciones

en el contenido de GMPc determinado luego de 30 minutos de tratamiento [288]. Millatt y

col [99] no observaron variaciones en los niveles de GMPc, tratando tirocitos humanos por

2 horas con una concentracion entre 0.1-] mM de la hormona. Similares resultados fueron

descriptos por Decoster y col [92], Champion y col [95] y Yamashita y col [289] en cortes
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Figura 3.19: Efecto del NP sobre los niveles de GMPc en células tratadas con 'l'Sll. Células
previamente tratadas con 0.5 mU/ml de 'I'Sll por 72 hs, l'ueron incubadas con 5 mM de NP
por los tiempos indicados. Los niveles del nucleótido l‘ueron determimldos por RIA según
se detalla en la sección Materiales y Métodos. Se representa la media :l: ES de cuatro
experimentos (n: 12-15 por punto), * p<().()l versus control, * p<().()l versus 'l'Sll, para IS,
30 y 60 minutos de incuback'm, ANOVA, test de Dunnet.

de tiroides caninas.

Parece evidente que la 'l'Sll desencadena una serie de eventos en la celula que la sensibiliza

al el'ecto del NP. De acuerdo con numerosas evidencias experimentales, la regulación por

'l'Sll en el aumento de la captación de iodo, se encuentra mediada por la activación dcl

sistema AC-AMPc [9, 85, 290, 76, 75, 29]]. Con el objeto de examinar si el NP inhibe

un efecto desencadenado por la 'l'Sll a través del sistema AC-AMPc y estudiar si algunos

de los componentes de esta vía son modificados para producir la inhibición observada, se

realizó la siguiente serie de ex¡x:rimentos. En una primera instancia, se estudió la acción

del NP sobre células previamente tratadas con un activador de la subunidad catalítica de

la adenilil ciclasa: forskolina (lt) ¡LM) sobre la captación de ioduro. Los datos obtenidos
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Figura 3.20: Efecto del NP sobre el estímulo de la forskolina en la captación de ioduro. las
células fueron tratadas durante 72 hs con 10 ¡iM de forskolina (FK) y luego sometidas a una
incubación con 5 mM de Nl’ por 3 Its. La incorporación de 125l fue determinada según se
describe en Materiales y Métodos. Se representa la media :l: ES de cuatro experimentos (n:
ló por grupo) * p<().()()l versus control, ** p<().()()5 versus forskolina, test t de Student.

se representan en la Figura 3.2i). La forskolina, al igual que la TSll, produjo un marcado

estimulo de este parametro (200%). Esta estimulación fue inhibida significativamente por

NP (5 mM), agregado a las células durante 3 horas. Este resultado podría sugerir que el NP

inhibe un efecto de la 'l‘Sll que involucra la vía AC-AMPc. Por otro lado, dado que persiste

la inhibición con NP aún cuando el sistema es estimulado en un paso posterior a la interacción

de la 'l‘Sll con su receptor, es probable que el efecto del compuesto nitrogenado sea distal a

la unión de Ia tirotrolina al receptor.

Si bien en forma conjunta, Ia serie de experimentos discutidos precedentemente, señalan

al GMPc como el mediador del efecto de NP, no puede dejar de considerarse Ia participación

adicional de algún otro mensajero intracelular. En este sentido, el AMPc es el segundo

mensajero mas clásicamente aSociado a la acción de la TSll. En consecuencia, se estudió el

efecto del NP sobre los niveles intracelulares de AMPc. Los cultivos fueron cultivados con

el mismo diseño experimental usado en los experimentos anteriores, y luego de ser incubados

en presencia y en ausencia de TSll (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratados con el compuesto

nilrogenado por diferentes períodos.

La Figura 3.21 representa los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. lïn
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Figura 3.21: El'ecto del NP sobre los niveles de AMPc. Células incubadas con y sin 'l'Sll
(0.5 mU/ml) por 72 llS, fueron tratadas con 5 mM de NP durante los tiempos indi ‘ados. Los
niveles de AMPc fueron determinados por RIA según se describe en la sección Materiales
y Metodos. Se representa la media j: ES de 4 experimentos (N: 16- 20 por grupo), NP:
p<().()l versus control para 15 y 30 minutos, 'l'Sll: p<().()l versus control, 'l‘Sll+NP: p<().()5
para 15 y 30 minutos versus 'l'Sll, 'l‘Sll+NP p<t).tll para 5 minutos, p<().()5 para 60 minutos
versus NP, test de Dunnet.

las células control (sin tratamiento con 'l'Sll), a los 5 minutos se observó un aumento que

no alcanza a ser significativo. A los 30 minutos se alcanzó una respuesta maxima (116%).

retornando a los valores basales a los 60 minutos de tratamiento.

Células tratadas por 72 lrs con tirotrolina, presentaron niveles de AMPc siguilicativamente

aumentados (43%) al tiempo cero del agregado de NP. La presencia simultanea de 'l'Sll y

NP aceleró el efecto de este último, alcanzzindose el nniximo estímulo a los 5 minutos, sin

superar los valores obtenidos con nitroprusiato en ausencia de 'l'Sll.

Los resultados previamente expuestos ponen en evidencia que el prctratamiento de las

células con 'I'Sll, no altera significativamente la respuesta al NP. Esto ocurre en la mayor

parte de los tiempos estudiados, excepto a los S minutos, donde la 'l'Sll sensibilizaría las

células al electo del NP, obteniéndose a tiempos mas cortos el maximo electo.

Varios autores hair estudiado el efecto del NP y otros compuestos nitrogenados sobre

esta vía de segundos mensajeros, describiendo resultados contrznlictorios. Spaulding [288],

encontro en cortes de tiroides l)ovinas, que los compuestos nitrogenados como nitrito de

sodio e liidroxilamina cuando son agregados simultaneamente con la 'l'Sll o lt) a 20 minutos



78 Resultados y Discusión

después del agregado de la hormona, produce una inhibición del efecto de la misma sobre

los niveles de AMPc. Sin embargo, este efecto no pudo ser reproducido por análogos del

(IMPc. Por otro lado, concentraciones menores de los compuestos nitrogenados, capaces de

aumentar el GMPc, no tienen efecto sobre los niveles de AMPc, indicando que el GMPc no

sería el responsable de la disminución del contenido de AMPc.

Trabajos posteriores de Decoster y col [273] en cortes de tiroides caninas, demostraron

que el N ’ aumenta los niveles de AMPc, a los 5 minutos de tratamiento, tanto en células

en condiciones basales como en las tratadas con TSll (l mU/ml) por 30 minutos. Mas

recientemente Millatt y col [99] , describieron que el NP no tiene ningún efecto en los niveles

de AMPc ni basales ni estirnulados con TSll en células de tiroides humanas. Sin embargo,

en este estudio los tiempos de incubación utilizados (2 hs.), corresponden al momento en que

en nuestras condiciones experimentales los niveles de AMPc retornan a los valores basales.

Si bien esta descripto que todos los compuestos nitrogenados aumentan el GMPc, no se

puede descartar algún efecto secundario no relacionado con la activación de la GC sobre

los niveles de AMPc, sugerido por los resultados de Spaulding. En otros tejidos, existen

evidencias de efectos de los compuestos nitrogenados independiente de la vía GC-GMPc

[292, 293].

Con el objeto de completar esta serie de experimentos, se evaluó si el NP interfería con

Ia modulación ejercida por un análogo del AMPc (ButzAMPc) sobre la captación de l25|. Los

resultados obtenidos se representan en la Figura 3.22. El BlllgAMPC, produjo una significativa

estimulación de la incorporación de iodo a las células, que resultó inhibida por el compuesto

nitrogenado.

Las evidencias experimentales expuestas anteriormente, sugieren que la acción inhibitoria

del nitroprusiato, se produce sobre un efecto de la TSH mediado por el sistema AC-AMPc.

Asimismo, estos resultados descartan que el efecto inhibitorio del NP este mediado, al menos

exclusivamente, por un desacople parcial del estímulo por TSll de la vía AC-AMPc. Las

evidencias en este sentido son: l) el NP no sólo no inhibe, sino que estimula la sintesis de

AMPc basal o inducida por TSI-I, 2) la inhibición por NP es aún evidente cuando el estímulo
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Figura 3.22: lil'ecto del Nl’ sobre el estímulo del But-¿AMPc en la captación de ioduro.
Células tratadas con BliigAMPC por 72 hs l'ucron incubadas con 5 mM NP por 3 hs y
posteriormente deternrinada la incorporación de “5|. Se representa la media :k liS de tres
experimentos (n: 9 por grupo), * p<t).()()l versus control, ** p<().tl()2 versus ButgAMl’c,
test t de Student.

en la captación de ioduro es inducido por ButzAMPc. En todo caso, cualquiera fuera el Sílio

de acción del NP en la inhibición de la captación de ioduro, resulta claro que el sistema

de entrada del halógeno debe estar estimulado para ser susceptible a la modulación por el

compuesto nitrogenado. En este sentido, no puede descartarse que la captación de ioduro en

ausencia de 'l‘Sl-l alcance un nivel bajo, que no permita una regulación de tipo inhibitorio.

l’or otro lado, existen numerosas evidencias experimentales a l'avor de que otros compuestos,

como la hidrocortisona, el l'actor de necrosis tunroral a ('l‘Nlïa), la insulina y el factor de

crecimiento similar a la insulina (lGF-l), inhiben signili ‘ativamente el efecto estimulatorio de

la 'l‘Sll en la incorporación dc ioduro sin alterar los valores basales [294, 295, 88].

’ara el sitio de acción del GMl’c podrían postularse varias posibilidades. Si bien sc

dispone de antecedentes que señalan una acción directa del nucleótido sobre canales iónicos,

la mayoría de los efectos descriptos del GMl’c, involucra la activación de una proteína quinasa

especílica [221, 183, 296, 297]. En consecuencia, se consideró de interes estudiar si la acción

del Nl’ sobre la incorporación de ioduro, involucra la activación de una proteina quinasa

dependiente de GMl’c. ’ara ello, células incubadas con y sin 'I'Sll (0.5 mU/ml) durante 72

hs, fueron tratadas por 3 hs con NP S mM, en presencia de un inhibidor específico de la l’KG
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Figura 3.23: Efecto del KT5823 sobre la acción del NP en la captació de ioduro. Las células
previamente incubadas con o sin ’l‘SlI por 72 hs, fueron tratadas con 5 mM de NP en presencia
del inhibidor de la protein quinasa G (KT) 10 ¡LMpor 3 hs. El inhibidor fue agregado a las
células 15 minutos antes de iniciar el tratamiento con el compuesto nitrogenado. Se representa
la media :t ES de tres experimentos (n: 9 por punto), * p<0.00] versus control, ** p<0.()l
versus ’l‘Sll, *** p<0.0] versus TSll, ’f p<().0()l versus TSI-l+NP, ANOVA, test de Tukey.

(KT5823, 10 pM). Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos se representan el Ia

Figuras 3.23 e indican una reversión del efecto inhibitorio del NP en presencia del inhibidor

específico de la proteína quinasa. Por otro lado, el KT5823 per se produjo, un aumento

significativo del efecto de Ia TSll, sin observarse cambios en las células en condiciones

basales. Estos últimos resultados podrían sugerir un control negativo basal de la accion de

Ia TSll por el sistema GC-GMPc a través de la PKG, que aumenta cuando los niveles del

nucleótido son incrementados por algún mecanismo como la liberacion de NO. En el caso

de confirmarse estos resultados con otras estrategias experimentales, esta podría constituir la

primera evidencia de un mecanismo inhibitorio tónico de la GC sobre la respuesta a la TSll.

lla sido firmemente establecido que la hidrólisis de los polifosfoinisítidos lleva a la

formación de inositol-l,4,5-trifosfato (lPa) y diacilglicerol (DAG), con la consecuente li­

beración de Ca2+ de depósitos intracelulares y activación de la proteína quinasa C (PKC)
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Figura 3.24: Efecto del PMA sobre la captación de ioduro. Células incubadas con y sin 'l'Sll
por 72 ltS l'ueron tratadas con 100 nM de PMA por 30 minutos. La captación de “5] l'ue
cusayada como se describe en Materiales y Métodos. Se representa la media :t ES de tres
experimentos (n: 9-12 por grupo), * p<0.01 versus 'l‘Sll, ** p<0.001 versus 'l’Sll, ANOVA,
test de Dunnet.

[298, 299, 300]. Los ésteres de l'orbol como el l'orbol Iuiristato acetato (PMA), han sido

asiduamente usados para estudiar el rol de esta vía en muchos sistemas, dado que de manera

similar al DAG, son activadores de la PKC. En tiroides, la actividad de la PKC y la estimu­

lación de la l'osforilación de sustratos endógenos por esteres de forbol ha sido caracterizmla

[30], 302, 303]. Por otro lado, se ha descripto que los esteres de l'orbol, tienen un el'ecto

estimulatorio del crecimiento en la glándula tiroides [304, 305, 306, 307] e inhiben muchas

de las funciones diferenciadas como el metabolismo del iodo basal y estimulado por 'l'Sll

[305, 306].

Existen evidencias experimentales que sugieren una posible interacción entre la vía de la

PKC y la vra de la GC- GMl’c. De acuerdo a lo descripto por algunos autores, la proteína

quinasa C (PKC), podría l‘osforilar la guanilil ciclasa “in vitro" e "in vivo", con un consecuente

incremento de su actividad [308, 309, 310]. Por otro lado, Naor [3] l], ha demostrado que cl

GMPc tiene una acción estimulatoria sobre la formación dc losl'oinosítidos.

La Figura 3.24, representa los valores obtenidos al determinar incorporación de 125l,en

celulas tratadas con PMA (100 nM) durante 30 minutos. De acuerdo a estos resultados, el

PMA produjo una significativa inhibición de la acción estimulatoria de la 'l'Sll, sin el'cctos
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Tabla 3.7: Efecto del PMA sobre Ia actividad de guanilil ciclasa. Las células previamente
incubadas con TSll por 72 hs,fueron tratadas con 100 nM de PMA por los tiempos indicados.
La actividad de la enzima fue ensayada como se describe en Materiales y Métodos. Los
valores tabttlados corresponden a la media :l: ES de tres experimentos (n: 6 para cada punto).
Los valores fueron no significativos versus el control, ANOVA.

Tiempo de tratamiento Actividad de guanilil ciclasa

(minutos) (pmol GMPc/min./mg prot.)

0 8.15:t0.27

5 8.02i0.29

15 7.()2:l:0.l7

30 7.76:i:0.52

60 7.25:l:().5l

significativos sobre la incorporación basal de ioduro. Estos resultados y las consideraciones

recientemente expuestas, plantean una posible interacción entre la proteína quinasa C y el

GM Pc en la inhibición de la acción de la TSll en la captación de ioduro.

Con el objeto de evaluar la acción del PMA sobre la GC, se determinó la actividad de

la enzima, en células tratadas por tiempos variables con PMA 100 nM. De acuerdo con los

resultados representados en la Tabla 3.7, el éster de forbol en las condiciones de concentración

y tiempos examinados, no afectó la actividad de Ia enzima.

La falta de efecto del PMA no puede atribuirse a una concentración insuficiente de la

droga, dado que los resultados mostrados en la Tabla 3.8, indican que concentraciones aún

mayores de PMA, no producen modificaciones significativas de la actividad de la GC respecto

del control. Asimismo, se determinaron los niveles intracelulares de GMPc en presencia de

PMA. Con este tin, células con y sin tratamiento con TSlI (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron

incubadas con PMA (100 nM) por diferentes períodos. En la Tabla 3.9, se observa que el

activador de la PKC, no modificó en forma significativa los niveles de GMPC en las células

control o tratadas con TSII.

Si bien los resultados recientemente expuestos descartan un efecto del PMA sobre la GC,
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Tabla 3.8: Efecto de diferentes concentraciones de PMA sobre la actividad de guanilil ci­
clasa. Se determinó la actividad de guanílil ciclasa en células tratadas con 'l'Sll por 72 hs
y posteriormente íncubadas durante 30 minutos con las dosis de PMA que se indican. La
actividad de la enzima fue ensayada como se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los
valores tabulados representan la medía :l; ES de 2 experimentos (n: 6-8 por punto), ANOVA.

PMA (/rM) Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

t) 7.2:l:().4

0.] 6.5it).3

l 7.2:Hl.9

l() 7.5il.5

Tabla 3.9: Efecto del PMA sobre los niveles de GMl’c. Células llevadas a conlluencia

total, fueron tratadas con PMA 100 nM por los tiempos indicados. Los niveles de GMl’c
fueron determinados por RIA según se detalla en Materiales y Métodos. Los valores tabu­
lados representa la media :l: ES de 3 experimentos, (n: 9-12 por punto), ningún valor l'uc
significativamente diferente del control, ANOVA.

Tiempo de 'l‘ratamiento pinol GMl’c/mg prot.

(minutos) sin ïl'Sll con 'l'Sll

t) l.l8:l:().ll l.()9:t().()2

5 l.08:t().()7 l.05:k0.()8

15 l.21:l:().()8 l.()3:l;().(l9

30 (l.9():t(l.l l l.(l7:l:t).(l6
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queda por determinar si el efecto inhibitorio del nucleótido cíclico esta mediado por la PKC.

Con el objeto de examinar este aspecto, se estudió el efecto de inhibidores de la proteina

quinasa C sobre la acción del NP en la captación de ioduro. Para ello, se usaron tres inhibi­

dores: staurosporina, H7 y un inhibidor altamente específico para PKC Bisindolylmaleimide.

Los valores obtenidos se muestran en la Figura 3.25, e indican, que ninguno de los tres corn­

puestos en las concentraciones utilizadas, altera significativamente la captación de 125lbasal

o estimulada por TSll. Por otro lado, no se observó reversión del efecto inhibitorio del NP

sobre la acción de la tirotrolina.

Varios autores han descripto un efecto inhibitorio de los ésteres de forbol sobre la captación

de ioduro, tanto en células control como estimuladas por TSl-l [304, 305, 306]. Sin embargo,

este efecto fue observado luego de varios dias de tratamiento con el compuesto, difiriendo de

los tiempos usados en este trabajo.

El conjunto de evidencias experimentales recientemente expuestas, sugiere que la acción

de Ia TSll sobre la captación de ioduro, se encuentra regulada por ambas vías en forma

independiente. Esto confirma una vez más que si bien la TSll es la principal señal modu­

ladulatoria de las funciones de Ia célula tiroidea, al igual que en otros tejidos, la fisiología

tiroidea es una compleja red de vías reguladas por diferentes factores que pueden interactuar

o no, para regular un determinado parametro (le la célula.

Los resultados hasta aquí presentados, reflejan una acción inhibitoria del NP sobre Ia

acumulación de ioduro estimula la por 'Ï‘Sl'l. Sin embargo, como ya se ha mencionado, el

proceso de acumulación de iodo en el lumen folicular es el resultado de una serie de pasos

regulados por la TSll, que incluyen la captación especifica de iodo desde el torrente sanguíneo,

o influjo, y la liberación hacia el coloide, o eflujo [ll]. De esta forma, el parametro definido

como captación, resulta del balance entre ambos transportes intramembranosos. Por Io tanto

resultó necesario discernir cual de los dos mecanismos involucrados es susceptible a la acción

del NP. En la Figura 3.26, se representan los valores obtenidos al evaluar el ellujo de l25']

mediante el siguiente protocolo experimental: las células tratadas durante 72 hs con 'I‘Sll (0.5

mU/ml) y 3 bs con NP (5 mM), fueron ¡ncubadas por dos horas en presencia del isótopo
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Figura 3.25: Efecto de inhibidores de l’KC sobre la accion del NP en la captación de ioduro.
Células incubadas en presencia y en ausencia de TSI], fueron tratadas por 3 hs con NP en
presencia de los inhibidores indicados. El agregado de los inhibidores se realizó 15 minutos
antes de iniciar el tratamiento son Nl’. La concentrachïn de inhibidores fue la siguiente: l()()
¡1M de H7, lt) nM de staurosporina y 2.8 ¡LMde bisindolyhnaleimide. La captación de ioduro
se determinó según se indica en la sección Materiales y Métodos. Se representa la media i
ES de 3-5 experimentos. A. Efecto del ll7 sobre Ia accion del Nl’, * p<().()()l versus 'l'SlI,
** p<().()5 versus 'l'SH. B. Efecto de la stzmrosporina (S'l‘) sobre la acción del NI), * p<().()()l
versus 'l‘Sll, ** NS versus 'l‘Sli+Ni’. C. Efecto del bisindolyhnaleirnide (BS) sobre la acción
del Nl’, * p<0.()()l versus control, ** p<().()()l versus 'l‘SIl. ANOVA, test de 'l‘ukcy.
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Figura 3.26: Efecto del NP sobre la liberación de ioduro. Células incubadas 72 hs en
presencia y en ausencia de TSll fueron tratadas con NP por 3 hs. La liberación de ioduro de
las células se determinó según se detalla en Materiales y Métodos. Se representa la media de
los valores de 125’lremanente en las células, respecto al contenido de marca inicial.

radiactivo, posteriormente fueron lavadas rápidamente y sometidas a un cambio de medio

cada dos minutos. La radiactividad liberada se expresó como porcentaje (le Ia marca captada

en el estado estacionario (o contenido inicial).

Los resultados obtenidos indican que la liberación de iodo no se encuentra modificada por

el tratamiento crónico con TSll, ni por la presencia de NP luego de 3 hs de incubación. Nilsson

y col [73], han sugerido que existen dos' mecanismos de inducción por TSll en la liberación

de ¡odo en la tiroides. Por un lado, una modalidad rapida, que corresponde a la translocación

del ioduro captado por la célula folicular hacia el coloide a través de la membrana apical. Por

otro lado, Ia estimulación persistente con TSll induce una liberación de ¡odo que de acuerdo

a estos autores, se relaciona con la pérdida de iodo del folículo, probablemente desde los

reservorios coloidales a través de los intersticios del epitelio folicular. La modalidad rapida

de Ia TSll para inducir el ellujo de íoduro, parece tener mayor importancia funcional. El

eliujo de iodo l'ue estudiado en células liroideas aisladas [75, 76], cultivos primarios [77],

células FRTL-S [312, 78, 79] y monocapas de células polarizadas de tiroides porcinas [73].

En todos estos estudios, se detectó un aumento de la liberación de ¡odo a los pocos minutos

de iniciado el tratamiento con TSll. Si bien en estudios realizados en glándulas tiroideas

enteras [83, 313], se observó un aumento en el eflujo de iodo radiactivo luego de varias horas
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de estimulación con 'l'Sll, el mecanismo preciso y significado fisiológico de este fenómeno

aún no se Ira dilucidado. Por lo tanto, la liberación dc iodo, modulada por la 'l‘Sll a corto

plazo, parece corresponder al mecanismo de eflujo de mayor signilicado fisiológico. l’or otro

lado, existen evidencias que señalan que el mecanismo de liberación de iodo, esta mediado

por un aumento intracelular de calcio [314, 312]. Si'bien numerosas pruebas experimentales

indican que el GMl’c regula los niveles de calcio en varios tipos celulares [315], en las

condiciones descriptas para esta serie de experimentos, el Nl’ y el consecuente aumento en

las concentraciones intracelulares de GMl’c, no producirían modificaciones en los niveles

intracelulares de calcio capaces de aumentar la liberación de iodo.

La ausencia de efecto sobre el ellujo de ioduro señala al mecanismo de entrada del

halógeno como el blanco mas probable de la acción del NP. Como se mencionó anteriormente,

el transporte de ¡odo al interior del tirocito es dependiente de Na+ y requiere la integridad

l'uncional de una A'l‘l’asa Na+/K+ estimulable. Esta enzima, cotransporta el Na+ y el l’

al interior,indicando una estrecha relacion entre la incorporacion de iodo y la actividad dc

AT ’asa. Por lo tanto, se considero de interés evaluar la actividad de la A'l'l’asa dependiente

de Na+/K+, en las mismas condiciones en las que se observó el el'ecto inhibitorio del Nl’, en

la captación de iodo inducido por la 'l‘Sl-l. Para determinar la actividad de la enzima, se midió

liberación de fósforo radiactivo a partir de 732P-A'l‘l’en presencia y en ausencia de ouabaina.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.27. La 'l’Sll produjo un estímulo

significativo de la actividad de la enzima (¡55%) luego de 72 llSde tratamiento. El Nl’ inhibe

totalmente el efecto de la hormona. La Figura 3.28 representa los valores obtenidos cn la

determinación de la actividad de la enzima, luego de tratar a l'rs células con el análogo del

GMPc, 8Br-GMPc (100 HM) durante 60 minutos. Se puede observar que el análogo reprodujo

el el'ecto del nitroprusiato, inhibiendo por completo la accion de la 'l‘SlI sobre la enzima y

corroborando lo propuesto anteriormente en cuanto a que el efecto del Nl’ está mediado por

el sistema GC-GMl’c.

lil efecto estirnulatorio de la 'I'Sl'l sobre la A'l‘Pasa coincide con Io ya descripto por nuestro

Ialmratorio en cortes de tiroides bovinas [3l6], en los que la 'l'Sll aumenta la actividad de
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Figura 3.27: Efecto (ch NP sobre lu aclividml (lc la Nzr+/ K+ ATPusa. Células incuhmlus
con y sin 'l‘Sll por 72 hs, fueron tratados 3 hs con NP. La actividad (le lu enzima sc cnsuyó
según Io descripto en lelcriulcs y Métodos. Sc representa ln media :l; ES (le 6 cxpcrimcnlos
(n: 7-12 por grupo), * p<().()] vs conlrol, ** p<().()] vs TSll, ANOVA, (es! de Dunnct.
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Figura 3.28: Efecto del SBr-GMl’c sobre lu actividad dc In Nn+/K+ ATPusu. Células pru­
viumcnlcs inculmdus con o sin 'l‘Sll por 72 hs fueron trnladas con 100 [LM(lc 8Br-GMI’C por
60 minulos. Se representar la media :l: ES de 6 experimentos (n: 7-12 por grupo), * p<().()l
versus control. H p<().()l versus 'l‘Sll, ANOVA, lcst dc Dunnel.
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la bomba luego de 30 minutos de tratamiento con lt) mU/ml de Ia hormona. lin cultivos

primarios de células de tiroides porcinas, la 'l'Sl-l produce un aumento de la actividad de la

Na+/K+ A'l'Pasa, luego de 24 horas de tratamiento [317]. Pressley y col [318], denmestran

que en celulas FR'l'L-S, 10 mU/ml de tirotrolina, producen un incremento en la actividad de. la

enzima, luego de 48 horas de tratamiento. Asimismo estos autores demuestran un incremento

en Ia síntesis del ARNm de las subunidades que constituyen esta proteína, ya evidente luego

de ó horas de incubación con la hormona.

Cambios en las concentraciones intracelulares de sodio, se encuentran estrechamente rcla­

cionados con Ia regulación a corto plazo de la actividad de la Na+/ K+ A’l'Pasa [319, 320, 321

Sin embargo, puede descartarse, un efecto a este nivel como el responsable de la inhibición

observada con el NP, dado que Ia actividad de la enzima, se determinó “in vitro", en condi­

ciones de sodio óptimas para su funcionan]ienlo. Esto sugeriría una inhibición directa sobre

la bomba. Existen varias evidencias experimentales que demuestran un el'ecto inhibitorio del

NP sobre la Na+/ K+ A'l‘Pasa [322, 323, 324], indepcmliente de una posible alteración cn

las concentraciones de sodio intracelular, que involucra una proteína quinasa dependiente de

GMPc [322]. Es bien conocido, que el AMPc, diacilgliccrol, y las hormonas que modulan los

niveles de proteína quinasas intracelulares, regulan la actividad de la bomba [325]. Aunque el

mecanismo involucrado en la acción de la proteína quinasas A y C no esta aún bien definido,

existen numerosas evidencias que avalan la regulación de la actividad de la A'l‘Pasa por estas

enzimas [326, 327, 328, 329, 325]. En consecuencia, y teniendo en cuenta la reversión del

efecto del NP sobre la captación de ioduro por inhibidores de Ia PKG, es posible sugerir un

rol de esta quinasa en la inhibición de la actividad de la Ntl+/K+ A'I‘Pasa. Esta modulación de

la enzima, podría producirse por una modificación covalente de la estructura de la proteína a

través de su l'osl'orilación, o bien por la acción de otros electores intermediarios como fosl'o­

rilación y consecuente inactivación de fosl'atasas responsables de la regulación de Ia actividad

de Ia A'I‘Pasa. Del mismo modo que lo observado para la captación de ioduro, el NP sólo

regula la enzima en células previamente tratadas con 'l'Sll. Esto sugiere que probablemente

deba producirse un incremento en la actividad de la bomba para que esta sea sensible a la
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Figura 3.29: Efecto del NP sobre la captación de glucosa. Células incubadas con o sin
'l‘SIl (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 hs. ’l‘ranscurrido este
período, se detertninó la incorporación de 2-deoxi-D- glucosa a las células Según lo descripto
en Materiales y Métodos. Se representa la media :i; ES de 4 experimentos (n: 12 por grupo),*
p<().()l versus control, ** p<().()l versus 'FSll, ANOVA, test de Dunnet.

regulación por nitroprusiato.

Con el objeto de evaluar la especificidad del efecto del nitroprusiato sobre la captación de

ioduro, se estudió su acción sobre otro sistema de transporte: la captación (le glucosa. Luego

de 3 horas de tratamiento con el compuesto nitrogenado, se determinó Ia incorporación a la

célula de un análogo no metabolizable: la 2-deoxi-D-glucosa (DOG). Como se observa en la

Figura 3.29, la ’FSll produjo un aumento significativo (87%) de la incorporación de glucosa

a las células. Sin embargo, a diferencia de lo descripto para la captación de ioduro, el NP,

no varió significativamente la concentración intracelular de DOG en las células previamente

tratadas con TSll, aunque produjo un marcado estímulo en las células en condiciones hasales.

El analisis cinético de los transportadores de glucosa, fue determinado luego de 3 hs de

tratamiento con NP (5 mM). Los resultados obtenidos, se encuentran representados en la

Figura 3.30, e indican que el tratamiento con TSll o NP, no alteró la constante de afinidad

del transportador (Km: ¡.2 mM), valor similar al informado por otros autores [330]. Por

lo tanto, el incremento producido por la TSll y el NP en la incorporación de glucosa, t'ue

consecuencia de un aumento en la velocidad máxima del transportador.

Las evidencias experimentales mencionadas demuestran una modulación positiva por parte
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Figura 3.30: Determinación del el'ccto del NP sobre los parametros ciuélicos del transportador
dc glucosa. Células previamente incubadas con o sin 'l'SlI por 72 hs l'ucrou tratadas con 5
mM de NP por 3 llS. Las pendientes y ordenadas al origen se determinaron por el método de
cuadrados mínimos. Los valores de Km y Vrnax se obtuvieron por analisis de Lincweaver­
Burk. Cada punto representa la media :l: ES de determimrcioues por cumlruplicados. Otros
dos experimentos dieron constantes cinéticas esencialmente similares

de la 'l'Sll del transporte dc glucosa eu estas células. Este incremento en Ia incorporación

de DOG, es producido aparentemente, por un aumento cn el número de transportadores sin

variaciones en el Km. Varios autores demostraron que altas dosis de 'l‘Sll pueden modular el

transporte de glucosa en lóbulos y en cortes de tiroides bovinas [33], 332]. Filelti y col [330],

examinaron el efecto de la 'l'Sll sobre el transporte de glucosa cn una línea de tiroides de

ratas (FRTL-S), describiendo un incremento de la incorporación del azúcar por la hormona.

l’or otro lado, encontraron que al igual que otras hormonas [333], la tirotrolina produce. uu

incremento en la captación de glucosa, por variaciones en la Vrnax , mas que un cambio en

el Km. [330].

El efecto estimulatorio del GMl’c y sus análogos sobre este parametro, ya fue descripto

por varios autores. Experimentos realizados por Kcer y col, indican que la CSlilllUlllClÓIl

a-adrenérgica, incrementa los niveles de GMl’c y estimula el transporte de glucosa [334].

Evidencias mas convincentes, sugieren que el nucleótido ruedia la activación de este parametro

producida por la insulina [335, 336, 337, 338].
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Las evidencias recientemente discutidas, indican que el efecto inhibitorio del nitroprusiato

sobre la acción de Ia 'l‘Sll es especifico para la captación de iodut'o, y sugieren un importante

rol del GMPc en el transporte de un metabolismo esencial para el funcionamiento celular

como la glucosa.

El conjunto de evidencias disponibles coinciden en señalar a la TSl-l como el principal

modulador de la función tiroidea. La interacción de la tirotroñna con su receptor, estimula

practicamente todas las funciones diferenciadas de las células folículares. Considerando que

en ausencia de este estímulo, el metabolismo tiroideo se reduce a una mínima expresión,

podría entenderse a la TSll como una .señal de todo o nada en la tiroides. Sin embargo,

los mecanismos modulatorios de la función de cualquier sistema biológico, constituyen una

red compleja de sistemas paralelos y/o entrecruzados. En el caso particular de la tiroides, se

han identificado numerosos moduladores alternativos que afectan la función tiroidea, incluso

modificando la respuesta a la TSI-l. Esta compleja red de información, responde más acaba­

damente a un modelo regulatorio capaz de lograr cambios adaptativos sutiles en respuesta a

distintos requerimientos homeostaticos.

Los resultados hasta aquí presentados, demuestran la presencia de la guanilil ciclasa en Ia

glándula tiroides bovina y sugieren un rol trascendente del sistema NO —>GC —>GMPc en

la fisiología tiroidea. En particular, se considera establecida la participación de esta vía en

la regulacion de la acción de la TSll en un paso limitante de la biosíntesís de las hormonas

tiroideas: la captación de ioduro. En la serie de experimentos descriptos, se utilizó como me­

dio de estimulación de este sistema, una herramienta farmacológica bien fundamentada como

el nitroprusiato de sodio. Por lo tanto, resulta necesario especular sobre los posibles meca­

nismos fisiológicos de estimulación de esta vía. Recientemente, se ha descripto la presencia

de los ARNm correspondientes a las tres isoformas de NOS en tiroides de ratas [265]. Estos

antecedentes sumados a los resultados obtenidos en la primera sección de este trabajo, ponen

en evidencia la presencia de las dos principales enzimas de este sistema de transducción de

señales en la glándula tiroides. Muy poco se sabe sobre los posibles activadores fisiológicos

del primer componente de esta via: Ia NOS. En este sentido, Esteves y col [97] han de­
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mostrado la modulación de la actividad de la NOS por carbamilcolina en cortes de tiroides

caninas. Por otra parte, numerosos antecedentes demuestran un aumento de los niveles del

GMPc luego de tratamientos con el agonista muscarínico [94, 93, 92, 289]. Estas evidencias

en conjunto podrían sugerir que la producción de óxido nítrico en la tiroides es suceptible de

regulación colinérgica. En células de tiroides caninas, existen evidencias de un aumento de

las concentraciones intracelulares de GMPc inducido por norepinefrina. Este efecto resultó

dependiente de la presencia de calcio extracelular [234], lo que podría estar vinculado a la

activación de la NOS, que como ya se mencionara, es altamente dependiente de este catión.

Por otro lado, en células de tiroides humanas, se ha demostrado que las citoquinas inducen la

expresión de NOS [266]. Los factores anteriormente mencionados, podrían modular la pro­

ducción de NO y consecuentemente activar la GC soluble. Dado su alto grado de difusión, no

puede descartarse que el NO proveniente de otros tipos celulares como macrófagos y células

endoteliales pueda acceder facilmente al interior del tirocito y también activar la enzima.

Sin detrimento de la importancia de este sistema de señales en condiciones fisiológicas, es

tentador especular sobre su participación en situaciones patológicas.

La glándula tiroides humana es un blanco frecuente para el ataque autoinmune [339,

340]. Ejemplo de ello son la tiroiditis de Hashimoto y la enfermedad de Graves, ambas

enfermedades autoinmune tiroideas, motivo muy frecuente de consulta endocrinológica. El

análisis de la producción intratiroidea de citoquinas en glándulas con patologías autoinmunes,

han demostrado la expresión de interferón 7, factor de necrosis tumoral, interleuquina 1 e

interleuquina 6 [341]. Como ya se mencionara, La inducción de la NOS por citoquinas, así

como el aumento de la expresión de esta enzima durante el incremento de la vascularización

de la glándula [265], sumado a la demostración de que las patologías aludidas cursan con

disminución de varias de las funciones diferenciadas de la tiroides, incluyendo la incorporación

de ioduro [342, 343], abren la posibilidad de que el sistema de señales estudiado a lo largo

de este trabajo de tesis, se encuentre involucrado en el desarrollo de estas patologías.

Finalmente es importante señalar que estas consideraciones no atentan contra la idea

establecida del rol fundamental de la TSH en la fisiología tiroidea. La identificación de señales
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modulatorias de la respuesta a la tirotrofina, sugieren la necesidad de que se incorporen al

modelo otros sistemas regulatorios, que en concierto con la tirotrofina resultan responsables

de la complejidad de la fisiología y patología tiroideas.
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Los resultados presentados en la sección 1 de Resultados y Discusión del presente trabajo,

demuestran Ia presencia de la enzima guanilato cielasa en tiroides bovina. bos datos fueron

obtenidos usando tiroides frescas como modelo experimental, y las propiedades y parametros

deseriptos, se determinaron con las enzimas sin purilicar. De los resultados expuestos en esa

sección se puede concluir:

l.

N

S“

F­

.U‘

La enzima guanilato ciclasa se encuentra presente en la tiroides bovina en sus dos

formas: soluble y asociada a membrana. La actividad asociada a la traccion soluble es

del 79%, correspondiendo solo un 8% de la actividad total a la enzima particulada. Sin

embargo, la actividad de esta última es aumentada en un 350%, cuando es sometida a

tratamiento con 'l‘ritón X-ltltl, prolmblemente debido a su solubilización. No se puede

descartar un efecto activador del detergente per se, ya que también se observa un

incremento del 70% sobre la actividad de la enzima soluble.

La GC asociada a la fraccion particulada es extraída con mayor eficiencia por el trata­

miento con detergentes no iónicos, correlacionamlo este resultado con la estructura de

transmembrana descripta para la enzima.

Ambas enzimas pueden ser activadas por moduladores específicos: compuestos libe­

radores de óxido nítrico como nitroprusiato de sodio para la GC soluble, y péptido

natriuretico atrial para la GC particulada.

La enzima soluble presenta una cinética típicamente michaeliana cuando se usa MnG'l'l’

como sustrato, con un Km aproximado de 0,036 mM. Mientras que la GC parliculada

presenta un comportamiento alostérico positivo , indicando que existe mas de un sitio

de unión para el sustrato. El valor aproximado el 80.5 es 0.230 mM con un n aparente

de llill de 1.9.

El rnanganeso es el catión "preferido" por ambas enzimas, no detectandose actividad

en ausencia del mismo. Los estudios einéticos realizados en condiciones de exceso de

catión, determinaron un conmortamiento alostérico positivo para la enzima soluble y

una cinética michaeliana para la GC particulada.
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6.

N

Conclusigngs

El Mg“ puede servir para los requerimiento de cationes metálicos por parte de la enzima

soluble, sin embargo, la actividad obtenida es 7 veces menor que la determinada en

presencia de Mn“. No se detectó actividad de la enzima particulada en ninguna de las

concentraciones usadas.

El calcio en ausencia o en concentraciones óptimas de Mn2+ no aumenta la actividad de

ninguna de las dos formas de GC. Con cantidades subóptimas de manganeso y a altas

concentraciones de calcio, se obtuvó un incremento significativo en la actividad de la

enzima soluble y una ligera pero significativa inhibición de la actividad de la enzima

particulada.

En la segunda sección de Resultados y Discusión, se describe el efecto de un modulador

de Ia GC soluble el nitroprusiato de sodio, sobre un parametro fundamental del metabolismo

tiroideo: la captación de ioduro. Se caracterizó en una primera instancia, el efecto del

NP sobre el sistema GC Soluble-GMPc, utilizando como modelo experimental los cultivos

primarios de tiroides bovinas. De esta serie de experimentos se puede concluir:

l.

2.

El NP actua sobre Ia enzima soluble, produciendo un incremento de la actividad de­

pendiente del tiempo y de la dosis.

El NP produce un incremento en los niveles de GMPc que se correlaciona con el

estímulo observado en la actividad de la enzima.

En otra serie de experimentos, se estudió el efecto del NP sobre la captación de ioduro.

Previamente se caracterizó el sistema en cuanto a los requerimientos de TSll para obtener

condiciones óptimas de estímulo. De los experimentos realizados se puede concluir:

l. La TSll produce una activación de la captación del halógeno que es tiempo y dosis

2.

dependiente, obteniéndose el maximo estímulo luego de 72 horas de tratamiento.

El NP produce una inhibición del efecto estimulatorio de la TSI-l sobre la captación de

ioduro, no observándose efecto en las condiciones basales. Esta inhibición es depen­

diente del tiempo y de la dosis.



El“

P

GN

N

9°

C

A w

[5| efecto del Nl’ es revertido por hemoglobina reducida, que captura el NO, indicando

que se produce por la liberación de óxido nítrico.

La inhibición por el compuesto nitrogenado es revertida 24 horas después de lavar las

células e incubarlas nuevamente con medio fresco. Esto sumado a una falta de efecto

sobre los basalcs, descartan una inhibición por toxicidad.

lil efecto del NP es reproducida por análogos del GM Pc (SBr- GMPc), indicando (¡ue

estaría mediado por este nuclcótido.

La inhibición por el NP, también sc produce cuando las células son tratadas con ac­

tivadores de Ia vía AC-AMl’c o intermediarios de esta, tales como la l'orskolina y el

l3ut2AMl’c, sugiriendo que la inhibición sc produce sobre un cl‘ecto de Ia 'l'SlI desen­

cadenado a través de este sistema de señales.

lil compuesto nitrogenado no produce la inhibición de la captación de ioduro por una

disminución de los niveles de AMl’c, dado que el el'ecto persiste aún cuando las células

son estirnuladas con ButzAMl’c y no produce disminución de los niveles del nucleótído.

listo indi ‘a que el Nl’ produce su efecto actuando sobre un punto mas distal a Ia

formación de AMl’c.

El efecto del NP es revertido por un inhibidor de Ia quinasa dependiente de GMl’c,

sugiriendo una intervención dc esta quinasa en la inhibición observada.

lil cl'ccto del Nl’ no es revertido por inhibidores de la I’KC, lo que sugiere que la

inhibición observada no involucra la vía de la proteína quinasa C.

El mecanismo por el cual el Nl’ produce Ia inhibición en la incorporación del halógeno,

sería a través de la inhibición de la actividad de Ia A'l' ’asa Na'l/K'l' dependiente, sin

alterar Ia salida dcl ioduro del interior dcl lirocilo.

lil efecto inhibitorio del Nl’ es específico para la captación de ioduro, dado que no pro­

duce los mismos efectos sobre otro transporte a través de membrana: la incorporación

de glucosa.
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12. Teniendo en cuenta lo expuesto en los puntos anteriores, se puede hipotetizar que el NP

a través de la liberación de óxido nítrico, aclivaría la vía de la GC soluble-GMPc-PKG.

La activación dc este sislcma de señales, produciría como resultado final una inhibición

en la captación de ioduro por una disminución de la actividad de la ATPasa Na+/K+

cslimulahlc.
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3.7 Actividad de guanilil ciclasa soluble en función de la concentración de Mn2+

3.8
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MnG'l‘l’ y diferentes concentraciones de exceso de manganeso. Otras condi­

ciones se describen en Materiales y Métodos. Se representan la media :t ES
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dia :t ES de dos experimentos (n: 6 por punto), * p<t).()tll versus control,

ANOVA, test de Dunnet.
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Actividad de guanilil ciclasa en función de diferentes períodos de tratamientos

con NP. La actividad enzimática fue ensayada según lo descripto en la Figura

3.9. Las células fueron tratadas por diferentes tiempos con 5 mM NP. Se

representa los porcentajes de estimulación respecto del control :t ES de tres

experimentos (n: 9 por grupo), * p<0.01 versus control, ** p<0.05 versus

control, ANOVA, test de Dunnet.

Efecto del NP sobre los niveles de GMPc. Las células fueron tratadas con 5

mM NP por los tiempos indicados. El contenido de GMPc fue determinado

por RIA según se detalla en la sección Materiales y Métodos. Se representa

la media :l; ES de cuatro experimentos (n: 12-15 por punto), p<().(ll versus

control para todos los tiempos representados, ANOVA, test de Dunnet.

Curva dosis-respuesta del efecto de TSl-l sobre la captación de 12"’len cultivos

primarios de tiroides hovinas. Las células fueron tratadas durante 72 hs, con

las dosis de TSll indicadas y luego se determinó Ia incorporación de 12slsegún

se describe en Materiales y Métodos. La marca captada se expresa en pmoles

de ¡odo/mg proteina. Se representa la media :l: ES de dos experimentos (n=8

por punto), * p<0.01, ** p<0.00] versus control, ANOVA, test de Tukey.

Variación temporal de la acción de la TSH sobre la captación de ioduro. Las

células fueron tratadas con 0.5 mU/ml de TSll por los tiempos indicados. La

captación de 125l se realizó según se detalla en Materiales y Métodos. Se

representa la mediazt ES (le dos experimentos (n: 8 por punto), p< 0.01 para

24 hs, p< 0.001 para los otros tiempos indicados, ANOVA, test de Dunnet .

Curva dosis-respuesta del efecto del NP sobre la acción de TSH en la captación

de ioduro. Células tratadas por 72 hs con 0.5 mU/ml de TSl-l fueron incubadas

con NP en las concentraciones indicadas y delermimida la incorporación (le

“5]. Los valores representan la media :t ES de dos experimentos (n: 8 por

Yru)o), * )<0.05, ** <0.001 versus TSH, ANOVA, test de Dunnet.E» l l P
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3.16 Roversión del el'ecto inhibitorio del NP sobre la captación de iotluro. Células

3.1

3.]

3.1

7
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‘C

incubadas con 'l‘Sll por 72 hs fueron tratadas con S mM de NP por 3 hs.

'l‘ranscurrido este período fueron lavadas dos veces con medio l'resco y deter­

minada su capacidad (le incorporar 125lluego (le incubarlas con medio l'resco

suplementado con 0.5 mU/ml de 'l‘Sll por los tiempos indicados. Se repre­

senta la media :l: ES de dos experimentos (n: 8-10 por grupo), * p< 0.001

versus control, ** p< (l.t)()l versus 'l'Sll, ANOVA, test de 'l'ukey.

Efecto de la hemoglobina sobre la acción del NP. Células incubadas con o

sin 'l‘SlI (0.5 mU/ml) por 72 hs fueron tratadas con 5 mM (le NP por 3 hs

en presencia de 0.1 mM de hemoglobina reducida (llB). El agregado (le la

hemoglobina se realizó lt) minutos antes de iniciar el tratamiento con NP. La

incorporación (le 125lse determinó según se detalla en Materiales y Métodos.

Se representa la media :l: ES de dos experimentos (n: 8 por grupo), * p<(l.t)l

versus control, ** p<().t)5 versus 'l'Sll, ANOVA, test de Tukey . . . . . . . . .

Efecto del 8Br-GMPc sobre la captación de imlo. Células que permanecieron

72 hs, en presencia o en ausencia de 'l‘Sl-l (0.5 mU/ml) l'ueron tratadas con 10

¡1Mde SBr-GMPc por 20 y 60 minutos. La captación de iodo fue determinada

por la incorporación de 125l.Se representa la media i ES de tres experimentos

(n: 6-9 por grupo), * p<().t)l versus control, ** p<().()l versus 'l'Sll, ANOVA,

test de Dunnet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Efecto del NP sobre los niveles de GMPc en células tratadas con 'l'Sl-l. Células

previamente tratadas con 0.5 mU/ml de 'l’Sl-lpor 72 hs, fueron incubadas con

5 mM de NP por los tiempos indicados. Los niveles del nueleótido fueron

determinados por RIA según se detalla en la sección Materiales y Métodos.

Se representa la media :t ES de cuatro eXperimentos (n: 12-15 por punto),

* p<0.Ul versus control, * p<().()l versus 'lSll, para 15, 30 y 60 minutos (le

incubación, ANOVA, test de Dunnet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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3.20 Efecto del NP sobre el estímulo de la forskolina en la captación de ioduro. Las

3.2

l
_.

to

l
U)

células fueron tratadas durante 72 hs con 10 ¡LMde forskolina (PK) y luego

sometidas a una incubación con 5 mM de NP por 3 hs. La incorporación de

125lfue determinada según se describe en Materiales y Métodos. Se representa

la media :l: ES de cuatro experimentos (n: 16 por grupo) "‘ p<0.00] versus

control, *" p<0.005 versus forskolina, test t de Student . . . . . . . . . . . . .

Efecto del NP sobre los niveles de AMPc. Células incubadas con y sin TSll

(0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con 5 mM de NP durante los tiempos

indicados. Los niveles de AMPc fueron determinados por RIA según se

describe en la sección Materiales y Métodos. Se representa la media :l: ES

de 4 experimentos (N: 16- 20 por grupo), NP: p<0.()t versus control para

15 y 30 minutos, TSl’l: p<0.0] versus control, TSll+NP: p<0.05 para 15 y

30 minutos versus TSl'l, TSll+NP p<0.01 para 5 minutos, p<0.05 para 60

minutos versus NP, test de Dunnet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Efecto del NP sobre el estímulo del BlllgAMPC en la captación de ioduro.

Células tratadas con ButgAMPc por 72 hs fueron incubadas con 5 mM NP

por 3 hs y posteriormente determinada Ia incorporación de ‘25]. Se representa

la media :l: ES de tres experimentos (n: 9 por grupo), * p<0.001 versus

control, ** p<0.002 versus ButzAMPc, test t de Student.

Efecto del KT5823 sobre la acción del NP en la captació de ioduro. Las

células previamente incubadas con o sin TSll por 72 hs, fueron tratadas con

5 mM de NP en presencia del inhibidor de la protein quinasa G (KT) 10 [LM

por 3 hs. El inhibidor fue agregado a las células 15 minutos antes de iniciar

el tratamiento con el compuesto nitrogenado. Se representa la media :t ES

de tres experimentos (n: 9 por punto), * p<0.00] versus control, ** p<().()l

versus TSI-l, *** p<0.01 versus TSl'l, 1 p<0.00] versus TSll+NP, ANOVA,

test de Tukey. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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3.24 Efecto del PMA sobre la captación de ioduro. Células incubadas con y sin

3.2

3.2

3.2

UI

ó

x)

'l'Sll por 72 hs l'uer'orr tratadas con ltlt) nM de PMA por 30 minutos. La

‘aptación de 125lfue ensayada como se describe en Materiales y Métodos. Se

representa la media :l; ES de tres experimentos (n: 9-12 por grupo), * p<(l.t)l

versus 'l‘Sll, ** p<().0()l versus 'l‘Sll, ANOVA, test de Dunnet. .

Efecto de inhibidores de PKC sobre la acción del NP en la captación de

ioduro. Células incubadas en presencia y en ausencia de 'l’Sll, fueron tratadas

por 3 hs con NP en presencia de los inhibidores indicados. El agregado de

los inhibidores se realizó 15 minutos antes de iniciar el tratamiento son NP.

La concentración de inhibidores fue Ia siguiente: ltlt) ¡rM de H7, lt) nM de

staurosporina y 2.8 ¡1M de bisirrdolylrrraleirrride. La captación de ioduro se

determinó según se indica en la sección Materiales y Métodos. Se representa

la media :l: ES de 3-5 experimentos. A. Efecto del ll7 sobre la acción del NP,

* p<().()()l versus 'l‘Sll, ** p<().()5 versus 'l'Sll. ll. Efecto de la staurosporina

(S'l‘) sobre Ia acción del NP, * p<0.()()l versus 'l’Sll, ** NS versus 'l'Sll+NP.

C. Efecto del bisindolylmaleimide (BS) sobre la acción del NP, * p<().()()l

versus control, ** p<().t)()l versus 'l'Sll. ANOVA, test de 'l'ukey.

Efecto del NP sobre Ia liberación de ioduro. Células incubadas 72 hs en

presencia y en ausencia de ’l‘Sll fueron tratadas con NP por 3 hs. La liberación

de ioduro de las células se determinó según se detalla en Materiales y Métodos.

Se representa la media de los valores de 12s'lremanente en las células, respecto

al contenido de nrarca inicial.

Efecto del NP sobre la actividad de la Na+/ K+ A'l'l’asa. Células incubadas

con y sin 'I‘Sll por 72 hs, fueron tratadas 3 hs con NP. La actividad de la

enzima se ensayó según lo descripto en Materiales y Metodos. Se representa

la media :l: ES de 6 experimentos (n: 7-l_2 por grupo), * p<(l.()l vs control,

** p<0.Ul vs TSll, ANOVA, test de Dunnet.
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3.28 Efecto del 8Br-GMPc sobre la actividad de Ia Na+/K+ ATPasa. Células pre­

3.3

ío

O

viamentes incubadas con o sin TSH por 72 hs fueron tratadas con 100 ¡1M

de SBr-GMPc por 60 minutos. Se representa la media j: ES de 6 experimen­

tos (n: 7-12 por grupo), * p<0.0] versus control. ** p<0.01 versus TSH,

ANOVA, test de Dunnet.

Efecto del NP sobre la captación de glucosa. Células incubadas con o sin TSll

(0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 hs. Transcurrido

este período, se determinó la incorporación de 2-deoxi-D- glucosa a las células

según lo descripto en Materiales y Métodos. Se representa la media :l: ES de

4 experimentos (n: ¡2 por grupo)_* p<0.0] versus control, *"‘p<0.0] versus

TSH, ANOVA, test de Dunnet.

Determinación del efecto del NP sobre los parámetros cinéticos del transpor­

tador de glucosa. Células previamente incubadas con o sin TSH por 72 hs

fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 hs. Las pendientes y ordenadas al

origen se determinaron por el método de cuadrados mínimos. Los valores

de Km y Vmax se obtuvieron por analisis de Lineweaver-Burk. Cada punto

representa Ia media :t ES de determinaciones por cuadruplicados. Otros dos

experimentos dieron constantes cinéticas esencialmente similares . . . . . . .



Lista de Tablas

3.]

3.2

3.3

Distribución subcelular de la actividad de guanilato ciclasa. La obtención de

las fracciones se detalla en la sección Materiales y Métodos. Las fracciones

tratadas con ’l‘ritón al 1% fueron incubadas con agitación constante por ()()

minutos a 4° C y posteriormente centrifugadas a 105.000 x g 60 minutos. La

actividad de la enzima fue ensayada en el solu'cnadante. En todos los casos

la actividad enzimática fue determinada en presencia de G'l‘l’ l mM y Mn2+

2.5 mM.

Efecto del Nl’ y ANP sobre la guanilil ciclasa soluble y particulada. Ambas

fracciones, soluble y particulada fueron preincubadas por 15 minutos en pre­

sencia de Nl’ l inM y ANl’ l NM. Posteriormente fue agregada la mezcla de

reacción y determinada la actividad enzimática en ambas fracciones como se

detalla en Materiales y Métodos. Se representa los datos de la mediaiES de

dos experimentos (n: 6 por grupo), * p<().0(ll, test t de Student.

Efecto del magnesio sobre la actividad de la guanilil ciclasa. La actividad dc

la enzima fue determinada según se detalla en la sección Materiales y Métodos

en presencia de l mM de G'l‘P y las concentraciones de Mg2+ y l’vln2+que se

indican. Los resultados representan la mediaiES de tres experimentos (n: 6

por punto). . . .

46

57



3.4

3.6

3.7

Efecto del calcio sobre la actividad de guanilil ciclasa. La actividad de la

enzima fue ensayada en presencia de GTP 1 mM y las concentraciones que se

indican de Mn2+ y Ca”. Las otras condiciones del ensayo se detallan en Ma­

teriales y Métodos. Los datos representan la mediaiES de tres experimentos

(n: 6 por punto).

Resumen de las propiedades de la guanilil ciclasa soluble y particulada de

tiroides bovinas.

Efecto del nitroprusiato de sodio sobre la captación de ioduro. Células incuba­

das en presencia y ausencia de TSll (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas por

los tiempos indicados con 5 mM NP. La incorporación de m'l fue determinada

según se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los datos tabulados re­

presentan Ia mediazleS de 3-6 experimentos (n: 12-16 por grupo), * p<().01

versus control, ** p<0.01 versus TSH, ANOVA, test de Dunnet. Figura. Se

representa el porcentaje de inhibición de la acción de la TSH por el NP

Efecto del PMA sobre la actividad de guanilil ciclasa. Las células previamente

incubadas con TSH por 72 hs,fueron tratadas con 100 nM de PMA por los

tiempos indicados. La actividad de la enzima fue ensayada como se describe

en Materiales y Métodos. Los valores tabulados corresponden a la media

:l: ES de tres experimentos (n: 6 para cada punto). Los valores fueron no

significativos versus el control, ANOVA.

Efecto de diferentes concentraciones de PMA sobre Ia actividad de guanilil

ciclasa. Se determinó la actividad de guanilil ciclasa en células tratadas con

TSll por 72 hs y posteriormente incubadas durante 30 minutos con las dosis

de PMA que se indican. La actividad'de la enzima fue ensayada como se

detalla en la sección Materiales y Métodos. Los valores tabulados representan

la media :l: ES de 2 experimentos (n: 6-8 por punto), ANOVA.

5‘)

60

6‘)

8]



3.9 Efecto del PMA sobre los niveles de GMl’c. Células llevadas a confluencia

total, fueron tratadas con PMA 100 nM por los tiempos indicados. Los niveles

de GMPe fueron determinados por RIA según sc detalla en Materiales y

Métodos. Los valores tabulados representa la media :t ES de 3 experimentos,

(n: 9-12 por punto), ningún valor fue significativamente diferente del control,

ANOVA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82





AC

Ach

ADN

ADNc

AMPC

ANP

ARN

ARNm

ATP

SBr-GMPC

Bu2-AM I’c

cpm

l)

DAG

l)l'l'

DOG

dpm

D'l'l‘

EGF

FAD

FMN

Lista de Abreviaturas

:ldcnilil ciclnsa

aclinomisiml D

ácido desoxiribonucleico

ADN copia

adenosinn munofosfnlo cíclico

péptido nzllriurélico :¡lrínl

ácido l'Íl)()llllClCÍCO

ARN mensajero

adenosina lrifosfulo

8-ln'omo-GMl’c

dibuliril AMPC

cucnlus por minuto

dalton

diucílglícerol

díiodolirosinn

2-deoxíglucosu

desintegracioncs por minulo

diliolrcílol

l'nclor de crecimicnlo cpídérmico

flavinu uclcnina dinucleólido

flavinn mmlmluclcólido



FGF

FRTL-S

GC

GC-S

GMPc

GTP

¡BMX

IGF

IP3

KD

Km

mM

¡LM

mCi

¡[Ci

mg

¡lg

ml

mU

¡LU

min.

MM!

MIT

nM

NO

factor (le crecimiento de fibroblzistos

Linea celular (le tiroides de ratas Fisher

guanilil CÍCItlStl

GC soluble

guanosinn monofosfato cíclico

guanosina trifosfnto

isobutil metil xuntina

factor de crecimiento tipo insulina

inositol trifosfnto

kilodnlton

constante de Michnelis-Menten

molar

milimolnr

micromolur

milicurie

microcurie

miligmmo

microgramo

mililitro

microlitro

miliunidzides

microunidndes

minutos

metilmercupto imidztzol

monoiodotirosinzt

nanomolur

óxido nítrico

DOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO...OOOOOOOOOOOOOQOOOOOOO



NOS

NP

pl)

PBS

PCA

PDG F

PDE

I’l

PKA

PKC

PKG

PMA

RIA

r'l‘Sl l

SFB

T3

TCA

Tg

TPO

'l'SIl

TRH

Vm

óxido nílrico sinlasa

nilroprusialo de sodio

pares de bases

buffer fosfato salíno

acido perclórico

factor de crecimiento derivado de plaquetas

fosfodiesterasas

fosfoinosílidos

proteína quinasa A

proteína quinasa C

proteína quinasa G

forbol miristato acelan

radioinmunoanalisis

receptor de TSll

suero fetal bovino

3,5,3’-lriiodolironina

lclraimlolironina o liroxina

acido lricloroacélico

liroglobulina

liroperoxidasa

lirolroíina

factor de liberación de TSH

unidades

velocidad maxima




