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Resumen

El presente trabajo de tesis tienen como objetivo estudiar el rol en la glindula tiroides de
la enzima guanilato ciclasa (GC) y el producto de la reaccion catalizada por esta: el GMPc.
En la primera seccion se detalla la caracterizacion 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 Triton X-100 incrementa la actividad de ambas enzimas (350% GC
particulada, 70% GC soluble). Con el objeto de descartar cualquier posible contaminacion
de la fraccion soluble con la fraccion particulada y visceversa, se determind las actividades
de las enzimas en ambos preparados, previamente tratados con activadores especificos para
cada una de ellas: Péptido natriurético atrial (ANP) para la GC particulada y nitroprusiato de
sodio (NP) para la GC soluble. El ANP increment6 la actividad en la fraccion de membrana
y el NP activé la GC de la fraccion soluble, sin observarse ningin efecto del ANP y NP
sobre la enzima soluble y particulada respectivamente, descartando una contaminacion de
las fracciones entre si. Para estudiar el grado de interaccion entre la enzima particulada y
la membrana, se sometié al precipitado de la centrifugacion 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 proteina se encuentra fuertemente asociada
a la membrana. Cuando se estudid el comportamiento cinético considerando el complejo
MnGTP como sustrato, la cinética fue michaelina para la GC soluble con un Km de 0.036
mM, mientras que la enzima particulada mostré 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 unidn para el sustrato. Con el objeto de estudiar el efecto de diferentes
concentraciones de manganeso, se determind la actividad enzimitica trabajando en condiciones
de exceso de Mn?* respecto de la concentracion de GTP. Los resultados obtenidos en esta
serie de experimentos, muestra un comportamiento alostérico positivo para la enzima soluble
con un Sg5 de 1.2 mM y un coeficiente de Hill de 2.9. La cinética para la enzima particulada

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



actividad enzimdtica es altamente dependiente de manganeso, resulté de interés investigar el
efecto sobre la enzima de otros cationes divalentes: Mg?t y Ca?*. Reemplazando el Mn?*
por Mg?* en el medio de reaccién, no se observé actividad de la enzima asociada a la fraccién
particulada, obteniéndose con la enzima particulada, s6lo un 15% de la actividad determinada
en presencia de manganeso. El calcio en ausencia o presencia de concentraciones Optimas
de manganeso, no tuvo efecto sobre la actividad de ninguno de los dos tipos de GC. Con
concentraciones subdptimas de Mn?*, se observé un aumento de la actividad en la GC soluble
a altas concentraciones de calcio. Este este estimulo sdlo representa aproximadamente el 20%
de los valores obtenidos con concentraciones de manganeso dptimas. Con la GC particulada
en las mismas condiciones experimentales se observo una ligera pero significativa inhibicion
a concentraciones altas de Ca®*.

La segunda parte de este trabajo estd dedicada a determinar el posible rol bioldgico
asociado a la GC soluble en la glindula tiroides. Para este fin se utiliz6 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 enzimdtica que es dependiente de la concentracién 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 sintesis de las hormonas tiroideas, se estudié
el efecto del NP sobre la incorporacion del halégeno. Se observd una inhibicion significativa
de la captacion 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 anilogo del GMPc (8Br-GMPc), y bloqueado por hemoglobina redu-
cida, sugiriendo que este se encuentre mediado por la via GC-GMPc. La inhibicién producida
por el NP fue también observada cuando las células fueron tratadas con activadore del sis-
tema adenilil ciclasa-AMPc tales como forskolina y andlogos del AMPc, indicando que el
compuesto nitrogenado podria estar inhibiendo un efecto de la TSH desencadenado a través

de este sistema de transduccién de sefiales. Sin embargo, el punto de accién seria distal a la



formacién de AMPc, dado que los niveles del nucledtido no se encuentra disminuidos. Dado
que la incorporacion de iodo a la célula tiroidea se encuentra determinada por un equilibrio
entre la entrada y la salida o eflujo, se considerd de interés evaluar que mecanismo se en-
contraba afectado por el NP. En una primera instancia se estudio el efecto del compuesto
nitrogenado sobre la salida o eflujo de iodo, no observindose diferencias significativas en
las células tratadas con NP respecto al control. Teniendo en cuenta que la incorporacion de
ioduro en la célula tiroidea se encuentra inequivocamente ligada a la actividad de la ATPasa
Nat/Kt estimulable, se investigd la accion del NP sobre esta enzima. Los resultados obte-
nidos indicaron una marcada inhibicién 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 8Br-GMPc confirmando que la inhibicion 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 Sy 5 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 Mn?*
concentrations was studied, under excess with respect to GTP, a positive allosteric behaviour
for the soluble GC was found, with an Sy 5 of 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 Ca?* and Mg?*. The replacement of
Mn?* for Mg?* caused a complete disappearance of the particulate enzyme, while the soluble
activity decreased by 85%. Addition of Ca?* had no effect on either GC. However, with

suboptimum concentrations of Mn?*, high Ca?* 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 cCAMP are not
decreased by NP. The accumulation of radioiodine by thyroid cells is the consequence of the
balance between uptake and efflux. 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 efflux,
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 Glindula Tiroides 3

1 La Glandula Tiroides

El tejido tiroideo aparece en los animales con cuerda dorsal, y estd presente en todos los
vertebrados. En estos tltimos es una glindula cuya secrecion enddcrina esta compuesta por
sustancias iodadas y es una importante reguladora del metabolismo, el crecimiento y la mor-
fogénesis. En los mamiferos el origen embrionario del parénquima tiroideo, es principaimente
endodérmico, formdndose 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 ultimos cuerpos branquiales y su tejido conectivo es de origen mesenquimitico
[1]. La tiroides humana adulta pesa entre 20 y 40 gramos y esti formada por dos lobulos
laterales, apoyados en los primeros anillos traqueales y unidos por un istmo mediano de gro-
sor variable [2]. Histologicamente la tiroides se encuentra constituida por dos tipos celulares
que corresponden a sistemas enddcrinos diferentes: las células foliculares y las células C o
parafoliculares. Estas ultimas se ubican en grupos entre los foliculos y son las responsables
de la sintesis y secrecion de calcitonina [3]. La unidad anatdmica y funcional de la glindula
es el acino o foliculo tiroideo. Esta estructura se halla revestida por una monocapa de células
epiteliales o foliculares, que segregan a la luz del foliculo una sustancia, el coloide tiroideo,
cuyo principal constituyente es una glicoproteina iodada, la tiroglobulina (Tg). Entre los
foliculos se encuentra el tejido intersticial o estroma conectivo donde transcurren los vasos
y nervios. De este modo, la membrana basal de las células foliculares esti en contacto con
capilares sanguineos y su membrana apical con el coloide intrafolicular. La forma, tamaino y

distribucion de los foliculos en la glandila es muy variable [4, 5].

1.1 Las Hormonas Tiroideas

La sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas, tiroxina o tetraiodotironina (Ty4) y triiodo-
tironina (T,), realizada por las células foliculares, es la principal funcion diferenciada de la

glindula. Estas cumplen un rol fundamental en la regulacion del metabolismo intermedio,
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Figura 1.1: Estructura quimica de las hormonas tiroideas y sus precursores

virtualmente, en todos los tejidos [6, 7] y son esenciales para el crecimiento y maduracion
del sistema nervioso del feto y del recién nacido [6, 7, 8]. Quimicamente estas hormonas son
derivados iodados del aminodcido tirosina, cuyo metabolismo intratiroideo puede resumirse

en las siguientes etapas:
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Captacion de ioduro

El iodo, elemento constitutivo de estas hormonas, es el factor limitante para la biosintesis de
las mismas y ejerce, ademds, un importante rol en la regulacion de la secrecion hormonal
tiroidea. El aporte de este elemento estd determinado por la ingesta y condiciona, en gran
medida, el funcionamiento adecuado de este érgano.

El iodo proveniente de la ingesta, es absorbido en el intestino y ripidamente alcanza el
torrente sanguineo. El 33% es captado selectivamente por la tiroides y el resto se elimina
por la orina. El mecanismo tiroideo de concentracion de iodo es muy eficiente, alcanzando
una concentracion intraglandular del haldgeno entre 20 a 40 veces superior a los niveles
plasmaticos [9, 10, 11, 12]. El primer paso de este proceso es la captacion del iodo inorginico
del torrente sanguineo, mediante un transportador activo asociado a una ATPasa Nat/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 iodacion de la tiroglobulina.

Sintesis de tiroglobulina

La Tg es la proteina 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 tamafo que se
conoce. y comprende alrededor de 9kb de material exonico, 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 mondmero de esta
proteina comprende 2748 aminodcidos, entre ellos 120 tirosinas, de las cuales solamente 12
son capaces de ser iodinadas, para posteriormente formar las hormonas tiroideas [16, 17]. La
Tg recién sintetizada atraviesa el reticulo endopldsmico 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 liberacion de Tg al coloide se produciria a través de vesiculas en la ultima

etapa de su maduracion [18].
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Iodacion de la Tg y acoplamiento de iodotirosinas

La iodacion 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
tiroidea (TPO), que utiliza como sustrato reducible H,O, [19]. La TPO es una glicoproteina
ligada a la membrana plasmadtica apical con su dominio catalitico 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 estd constituida por 933 aminodcidos. En su region amino terminal contiene una
secuencia péptido senal de transmembrana, y una region hidrofobica de 85 aminodcidos antes
del extremo carboxilo terminal que constituye el anclaje de la proteina a la membrana apical.

El mecanismo catalizado por la TPO, de oxidacion del iodo e incorporacién a los re-
siduos de tirosina, aun no se encuentra totalmente aclarado. Sin embargo, se sabe que un
sustrato fundamental para la reaccion de organificacion y de acoplamiento de los precursores
ya iodinados es el H,0, [24, 25, 26]. Ambas reacciones, la de organificacion y la de acopla-
miento de iodotirosinas, son sensibles al tratamiento con tiourea, metiltiouracilo, tiouracilo,
propiltiouracilo (PTU) y metilmercaptoimidazol (MMI), entre otros compuestos denominados

“antitiroideos” [27, 28]

Endocitosis, protedlisis de la Tg madura y liberacion de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas T3 y T, se almacenan en la tiroides unidas a la tiroglobulina y se
liberan al torrente sanguineo como aminodcidos libres. En el momento de ser liberadas se ob-
serva la formacion de pseuddpodos en la membrana apical, que fagocitan pequefas porciones
del contenido luminal, que luego aparecen en el interior de la célula como pequenas 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 hidrélisis de 1a Tg,
obteniéndose como productos T3 y Ty libres, MIT, DIT, aminodcidos y azicares. La MIT
y DIT son deshalogenados y el iodo liberado es reutilizados por la célula, mientras que las

hormonas tiroideas, abandonan, el lisosoma y son liberadas al torrente sanguineo [29].
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1.2 Regulacién de la Funciéon Tiroidea

La funcién de la tiroides estd regulada por el eje hipotdlamo- hipéfiso-tiroideo.

La tirotrofina (TSH), glicoproteina de PM estimado en 28 kD, es la principal estimuladora
de la actividad, crecimiento y diferenciacién de la gldndula [30, 31]. La misma esta constituida
por dos subunidades, « y 3, cada una por si misma carente de actividad bioldgica. Es la
subunidad B (15,6 kD), la que caracteriza a la TSH, confiriéndole especificidad biolégica
e inmunolégica [32). Esta hormona es sintetizada en los tirétropos (células basofilas de la
adenohipofisis) [33, 34] y su produccién se halla bajo el control de diversas dreas del sistema
nervioso central, siendo la mas importante la regién hipotalimica (nicleos supradpticos y
paraventricular), a través de la hormona liberadora de TSH: la TRH [35]. Este tripéptido
secretado a la circulacidn porta-hipofisiaria ejerce su accién sobre la hipéfisis promoviendo
la sintesis y liberacion de la TSH. La produccién de TSH y TRH estd bajo el control de las
hormonas tiroideas T3 y T4, mediante un "feed-back” negativo que mantiene la homeostasis.
Pequeios aumentos en la circulacién de hormonas tiroideas, inducen una reduccion de los
niveles de TSH plasmitica, y una disminucién de los niveles séricos de estas iodotironinas,
provoca el correspondiente incremento en la concentracion sérica de TSH [33, 34]. Los efectos
inhibitorios sobre la liberacién de TSH en la adenohipofisis, son mediados por receptores con
gran afinidad para T; presentes en el niicleo de las células tirotropas [33, 34]. Este mécanismo

regulatorio ejercido por las hormonas tiroideas actua a cuatro niveles:
1. Disminucion de la sintesis de TSH [36]
2. Inhibicion de la secrecién de TSH [37]
3. Disminucion del nimero de receptores para TRH [38, 39]
4. Inhibicién de la sintesis de TRH [40]

En cuanto a su mecanismo de accidn, en su fase inicial la TSH se comporta como las demds
hormonas proteicas, uniéndose a un receptor especifico (r-TSH) ubicado en la membrana

plasmatica 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 hidrofilicos a ambos lados de la misma. El dominio
intracelular interactia funcionalmente con las proteinas G durante la sefnal de transduccion
[48]. Como consecuencia de la interaccién de la TSH con su receptor, se estimulan, por lo

menos, dos vias bioquimicas dependiendo de la especie involucrada:
1. Sistema adenilil ciclasa-AMPc-proteina quinasa A
2. Via de los fosfoinositidos-proteina quinasa C

La activacion de las mismas requiere la siguiente secuencia de eventos:
1. La unidn de la hormona al receptor y la activacion del mismo.

2. La activacion por el receptor de una proteina G, la cual estimula la enzima efectora,
adenilil ciclasa (Gs) o fosfolipasa C (Gp). Esta activacion involucra el intercambio de
GDP por GTP y la subsecuente disociacion de la proteina G en las subunidades a y

B~, a la cual se une el GTP para estimular a la enzima efectora.

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

C (1a cual genera 1P; y DG).

En la tiroides canina y en células FRTL-S (Fisher Rat Thyroid Line), la TSH, en el rango
de concentraciones fisiologicas, activa fundamentaimente la via AC-AMPc, la cual produce
un aumento en la iodinacion de proteinas y en la sintesis y secrecion de hormonas tiroideas
(49, 50, 51, 52]. En concentraciones 3 6rdenes de magnitud mayores que la necesaria para
activar la cascada de la AC, se logra una activacion 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 vias, AMPc y Ca?*-
PIP;, aunque la dltima requiere entre 5 y 10 veces mayor concentracién 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 proteinas G (menor afinidad del receptor ocupado
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Figura 1.3: Posibles vias de accién de la TSH en la célula tiroidea. AC: adenilil ciclasa,
Gs: proteina G estimulatoria, PLC: fosfolipasa C, Gplc: protina G asociada a la PLC, PIP,:
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteina quinasa C, PKA: proteina

quinasa A.

por la Gp que por la Gs) [31], ya que la unién de TSH marcada a la membranas de células
transfectadas que expresan el receptor, indicaria un unico sitio de unién [44]. Ademis el

bloqueo del receptor con anticuerpos bloquea la activacién de ambas vias.

Control de la Funcién de los Tirocitos por la TSH

Si bien Corda y col [55], postulan que la actividad coordinada de los dos sistemas de sefiales
intracelulares es necesaria para el correcto funcionamiento tiroideo, el circuito principal y
mejor caracterizado es el de la estimulacién 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 estimuladas por la hormona, pero el mecanismo y la cinética involucrada
varia. En la tiroides de perro, en la cual la TSH solamente activa la via del AMPc, ésta
incrementa la captacion y la union del iodo a proteinas, asi como la sintesis y la secrecion de
hormonas [49]. En tiroides humanas en las que la TSH afecta las dos vias, el AMPc estimula
la captacion de iodo y la secrecion de hormonas, mientras que el Ca?* y el diacilglicerol,
estimulan la iodinacion y la sintesis de hormonas. Dado que la iodinacidn de proteinas, puede
ser aumentada, por un incremento en la generaciéon de H,O, y Ia sintesis 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 generacion de agua oxigenada (H,0,), la
cual es controlada por el AMPc en tiroides de perro y por Ca?*t y DG en células humanas
[56, 57, 58]. La secrecion de hormonas es estimulada en todas las especies por la TSH
mediante activacion de la cascada del AMPc [49]. En cuanto a la proliferacion, en al menos
tres especies y sistemas, la TSH estimula el crecimiento (cultivos primarios de tiroides de
perro, rata, humanos y en la linea celular FRTL-5). Este efecto es reproducido por compuestos
que aumentan la acumulacion 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 proliferacion de

las mismas [65].

1.3 Transporte de Iodo en la Tiroides

El transporte de iodo (I7) es un proceso altamente especializado encontrado principalmente
en tiroides. Como el iodo es un componente esencial de las hormonas tiroideas, el mecanismo
de concentracion del mismo en tiroides es de considerable importancia fisioldgica.

Estudios realizados in vitro con sistemas que mantienen la estructura y polaridad del
foliculo tiroideo, pudieron comprobar que el mecanismo activo de acumulacién de iodo se
encuentra en la membrana basal [66, 67], y el mismo es transportado transcelularmente de la

parte basolateral a la apical.

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

respecto al fluido intersticial y al lumen [68], en concecuencia la entrada de iodo 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 electroquimico. De esto, se deduce que el transport.
de este halogeno en tiroides involucra dos sistemas: el primero posibilita la entrada del anion
contra un gradiente del plasma a la célula, mientras que el segundo permite la salida del anién

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

basolateral y apical, respectivamente.

Acumulacién de lodo

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

décadas [9, 11, 10]:

e Es un transporte activo que ocurre contra un gradiente

e Es temperatura dependiente

¢ Dependiente de energia

Estimulado por TSH

Bloqueado por los inhibidores competitivos como tiocianato y perclorato

En 1963 se demostré que la acumulacién de iodo en tiroides intactas era totalmente
dependiente de Na* extracelular, estimulada por bajas concentraciones externas de K*, e
inhibida por preincubacion en buffers libres de potasio o conteniendo ouabaina [69]. Ya que
ambos, la ouabaina y la ausencia de K*, inhiben la Nat/K* ATPasa, este hallazgo indicé
una inequivoca relacion entre la captacion de iodo y dicha ATPasa. Esto fue posteriormente
confirmado y propuesto un modelo para explicar estas observaciones [70]. De acuerdo con
este modelo, el I~ es cotransportado con el Nat por un transportador de membrana hacia el
interior de la célula, la energia necesaria para generar la diferencia de concentracién para que
este proceso se produzca, se obtendria de la Nat/K+ ATPasa.

La naturaleza quimica del posible transportador de iodo ha sido objeto de algunos debates
en el pasado. En algin momento los fosfolipidos fueron considerados potenciales transpor-

tadores del iodo [71, 72], pero ahora esta muy claro que el transporte de iones y pequenas
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moléculas a través de la membrana celular estd mediado por proteinas intrinsecas de esta.
Las proteinas que intervienen en el transporte activo se las puede agrupar en dos categorias:
ATPasas y cotransportadores. Las primeras obtienen la energia requerida para el transporte
de la hidrolisis de ATP, mientras que los cotransportadores acoplan al movimento de un
ion a favor de un gradiente el transporte simultineo de un i6n o molécula diferente contra
el gradiente electroquimico. Los cotransportadores pueden ser clasificados en antiporter o
simporter, el término antiporter indica que los sustratos acoplados se traslocan en direccion
opuesta (Nat/Ca*, Nat/H*). Simporter indica que ambos sustratos se mueven en la misma
direccion. El transportador de iodo es un caso de un simporter Nat/I=. El gradiente de Na*t

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

Eflujo de Iodo

El fenémeno de eflujo de iodo en tiroides fue descripto como consecuencia del efecto de la
TSH y parece ser de gran importancia funcional [73]. A diferencia de la traslocacion del
iodo del espacio intersticial al interior de la célula, el eflujo desde la célula hacia el lumen,
ocurre a favor de un gradiente electroquimico. La concentracién 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 iodo
sea un proceso de difusion mediado por canales regulados por la TSH [73, 12, 74].

El eflujo de iodo 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], demostrindose en todos estos sistemas un aumento del eflujo de iodo producido por Ia
TSH a los pocos minutos de tratamiento.

En células FRTL-5, la TSH, la norepinefrina y el ionéforo de calcio A23187, causan
una rdpida estimulacion del eflujo del iodo. El proceso es dependiente de calcio extracelu-
lar, no es reproducido por el (Bu);AMPc y requiere una concentraciéon de TSH 100 veces
mayor que la necesaria para estimular la acumulacién de iodo. Esto indicaria que la cascada

fosfatidilinositol-Ca?* estarfa involucrada. Esta idea es apoyada por la activacion, por parte
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de la TSH, de la fosfolipasa C [54, 80] y la demostracion que la TSH es capaz de activar
ambas vias AMPc y PIP, en células que expresan el ADNc del receptor de la misma [81].
Por otro lado en tirocitos porcinos la estimulacién producida por la TSH fue reproducida por
forskolina y 8Br-AMPc y no por los agentes que activan la cascada Ca?*/PIP, [82). Estas
discrepancias podrian explicarse por las distintas dosis de TSH usadas (mas farmacolégica
que fisiolégica en FRTL-5), las diferencias de especie y la probable divergencia de esta linea

celular de los cultivos primarios.

Regulacion

La capacidad de la TSH para estimular la acumulacidn de iodo en la tiroides, fue establecida en
1960, cuando se observd que una inyeccién de la hormona a ratas, causaba un incremento entre
50 y 100% del iodo acumulado en las tiroides 8 horas después del tratamiento [83]. El maximo
incremento se alcanzd 24- 48 horas después y el efecto se disipé en 48 horas. Experimentos
similares en células aisladas de tiroides bovinas mostraron 50- 100% de estimulacién en
la acumulacién 6 horas después de iniciado el tratamiento. El agregado de compuestos
andlogos al AMPc en lugar de TSH 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 adicidn, y para disiparlo después de la remocion de la hormona.
Ademads la estimulacién del transporte de iodo por la TSH es deprimida por inhibidores de la
transcripcion y traduccion.

En 1983 se estudid el efecto de la tirotrofina sobre el transporte de iodo usando células
FRTL-5 [84, 85]. Los efectos mas tempranos, en células depletadas de TSH, se detectaron
luego del primer dia, y la acumulacién decrece a niveles minimos luego de una semana. Como
en células aisladas, la cicloheximida bloquea la estimulacién en el transporte producida por
la TSH.

Todas estas observaciones sugieren que la estimulacién del transporte de iodo por parte
de la TSH, resulta de un incremento en la biosintesis del transportador Na*/I- o de un factor

activador, el cual estaria mediado por AMPc.
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Cuando se estudié mas profundamente cl efecto de la Actinomicina D (ActD) en el
transporte de iodo estimulado por TSH, se observé que ésta inhibia el efecto de la TSH
cuando estaba presente durante la fase temprana de la sintesis de proteinas e incrementaba el
efecto de la hormona sobre la captacion de iodo, cuando se agregaba durante la fase tardia [86].
El efecto fue debido a un incremento en la Vmax sin modificar el Km, indicando que la ActD
producia un incremento en el nimero de transportadores presente en la membrana plasmatica.
Para explicar este efecto lamado “superinduccion” se propuso que la ActD impedia la sintesis
de proteinas encargadas de la degradacion del transportador y de su ARNm [87).

En las células FRTL-5, 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 acumulacion de iodo estimulada por la TSH [89].

1.4 Rol del GMPc en la Fisiologia Tiroidea

La participacion de la via guanilil ciclasa-GMPc en la tiroides, ha recibido hasta el presente
escasa atencion. A principio de la década del 70 aparecieron los primeros trabajos donde
se mostraba que el GMPc aumenta la sintesis de proteinas y el peso tiroideo en ratas [90].
Posteriormente se midi6 actividad de GC en el mismo sistema [91].

En tiroides de perro, el carbacol, un andlogo no hidrolizable de la acetilcolina, y el iondforo
de calcio A23187, producen un aumento de los niveles del nucledtido ciclico, el cual es
dependiente de calcio extracelular. Estos compuestos a su vez, estimulan la iodinacién de
proteinas, la oxidacion de glucosa y producen una disminucién del AMPc acumulado por el
efecto de la TSH [92, 93, 94]. Existian varias evidencias que apoyaban la hipdtesis que la

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

1. El efecto desaparece en medios sin calcio.

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

un competidor del calcio en los canales idnicos.

3. El iondforo de calcio A23187 reproduce el efecto del carbacol.



16 Introduccion

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 activacion de la fosfodiesterasa y la consecuente reduccién en los niveles de AMPc

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

1. El GMPc podia ser aumentado sin producir una disminucién del AMPc [95].

2. El AMPc podia ser disminuido por un mecanismo Ca?*- dependiente, que no produce

aumento de GMPc [95].

3. La cinética de acumulacién de GMPc y disminucion de AMPc no se correlacionan.

El AMPc permanecia disminuido, ain cuando el GMPc habia retornado a los niveles

basales.

Estos resultados, junto a otros obtenidos posteriormente, llevaron a la conclusién de que
la disminucién del AMPc inducida por carbacol, era producida por la activacién de la fos-
fodiesterasa dependiente de Ca?*-calmodulina [96] y que el GMPc no estaria involucrado.
El mecanismo por el cual el carbacol estimula la oxidacion de glucosa y la unién de iodo a
proteinas, aun no ha sido dilucidado.

Trabajos publicados recientemente [‘)7], demuestran que en el aumento de GMPc produ-
cido por el carbacol estd involucrada la éxido nitrico sintetasa.

En tiroides humanas, se observé que la forskolina, ademds de tener un efecto estimulatorio
sobre la adenilil ciclasa, a concentraciones menores produce un marcado aumento del GMPc
(98], con una disminucién de las concentraciones de AMPc basal y estimuladas por TSH.
Anidlogos del GMPc reproducen este efecto indicando que probablemente exista una actividad
de fosfodiesterasa dependiente de este nucledtido, 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. Sintesis de GMPc

Una gran variedad de ligandos, incluyendo hormonas, drogas y toxinas tienen al GMPc como
mediador, desencadenando diversas respuestas fisiologicas. La secuencia de transduccion de
senales 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 accion de éste
incluyendo canales idnicos, fosfodiesterasas y proteina quinasas.

La respuesta de la retina a la luz, la recepcion olfatoria, la esteroideogénesis, el transporte
ionico en rinon e intestino, y el movimiento de calcio celular necesario para la agregacion de
plaquetas y la contractilidad del musculo cardiaco 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
higado adulto normal [104, 105] o plaquetas [106, 107), la forma predominante es soluble,
mientras que en higado 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 pequena 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 Ca?* (GC asociada con
la fraccion particulada de retina de mamifero 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:

e Una regién extracelular de unién 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].
e Un dominio transmembrana de aproximadamente 20 aminodcidos hidrofébicos.

o Una regién intracelular, que contiene un dominio altamente homélogo al dominio ca-
talitico de las proteina quinasas [124, 125), y una region carboxiterminal con el dominio
catalitico de la ciclasa, el cual estd muy conservado en todos los tipos de GC y tiene

homologia 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, elevacion del calcio y sodio intracelular y cambios en el potencial
de membrana [131, 132, 133], lo que produce un estimulo en el metabolismo y la motilidad
de los espermatozoides de manera especie especifica.

La purificacion del ARNm y subsecuente clonado de GC de erizo de mar [124], posibilitd
la identificacion y el clonado de la primera GC en mamiferos. Esta enzima, fue llamada A
(GC-A) [125, 134). Posteriormente, se demostré que es el receptor de membrana para un
péptido derivado de corazén, llamado péptido natriurético atrial (ANP) [135, 136). Estudios
de cross-linking, deteccion de ARNm, y clones de ADNc sugicren la presencia de la enzima
en rifidn, corteza adrenal, médula adrenal, musculo liso, retina, cerebro, corazén, higado,
testiculo y placenta [137].

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

dad de GC de membrana en muchos tejidos llevé a investigar la existencia de otros miembros
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de esta nueva familia de receptores. Usando la region 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 estimulada
por el ANP, el péptido natriurético de cerebro (BNP) y el péptido natriurético C (CNP),
encontrado en cerebro y médula adrenal [138, 139], sin embargo este Gltimo es efectivo en
concentraciones mucho menores que el ANP o BNP, sugiriendo que este podria 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 higado de rata y en células
epiteliales del cuerpo de la zarigueya, asi como en el tubulo proximal de la misma [141, 142].
Recientemente fue clonado y expresado en células de mamiferos, comprobdndose muy poca
semejanza en el dominio extracelular con los otros receptores (GC-A, GC-B o GC de erizo)
y una gran homologia en el dominio catalitico [123]. Cste receptor es 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 elevacion del nivel de GMPc y una subsecuente estimulacion del transporte de
cloruros e inhibicion en la absorcion de sodio [141, 144, 145].

La estimulacion de la secrecion de cloruro ocurre por la fosforilacion, via PKG, del pro-
ducto del gen de la fibrosis cistica 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 tnico y mas estudiado activador y ligando de la
GC-C. Recientemente se describieron dos activadores endogenos de la enzima: el guanylin y
el uroguanylin. Estos péptidos poseen una gran homologia con STa, compiten por los mismos
sitios de union y producen los mismos efectos fisioldgicos [148].

El uroguanylin es un péptido pequeio, altamente acidico que fue aislado de orina de la
zarigueya, tiene un 53% de homologia con el guanylin y al igual que este es capaz de inhibir

la union de STa y aumentar el GMPc [149].



20 Introduccion

La presencia de uroguanylin en la orina y de receptores (GC-C) en los tibulos proximales

sugiere que este péptido puede originarse en el tejido renal y regular la funcién del rindén.

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 bastén de la retina (ROS), tiene un rol fundamental
en el mecanismo de fototransduccién. La actividad de esta enzima se encuentra regulada por
calcio. Una disminucion del calcio intracelular activa una proteina llamada reciverina que se
une y activa la GC. La excitacion visual de la retina lleva a un incremento en la hidrdlisis de
GMPc y el consecuente cierre de los canales idnicos 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
Parameciumy 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 cation.

2.2 Guanilil ciclasa Soluble

El segundo grupo de GC es un heterodimero, compuesto por dos subunidades: una de 77kD
(o) y otra de 70kD (8), ambas unidas por puentes disulfuro [150]. Estos heterodimeros poseen
un grupo prostético con una molécula de hemo capaz de unir 6xido nitrico (NO) o moléculas
relacionadas, produciendo cambios conformacionales que la activan.

Varias formas de GC, compuestas de a y/o f, han sido clonadas y expresadas [151, 152,
153). La comparacion de la secuencia de aminodcidos de ambas subunidades revela una
gran similitud entre ellas [154]). La region carboxilo terminal, correspondiente al dominio
catalitico, tiene una secuencia de aminodcidos similar a la encontrada en la regién 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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Figura 1.4: Representacion esquemiitica de la topologia de las formas soluble y particulada

de la enzima guanilato ciclasa
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secuencia de aminodcidos. La regién amino terminal aparentemente tiene un rol regulatorio.

La expresion de las subunidades en células de mamiferos, demostré que es necesario la
presencia de las subunidades a y 3 de la proteina para que ésta posea actividad enzimatica y
sea estimulable por el nitroprusiato de sodio (NP) [155, 156).

Como se mencion6 anteriormente, las GC de membrana son receptores para varios factores
hormonales, los cuales son capaces de activarlas. Sin embargo, el mecanismo de regulacion
de la GC-S no fue descubierto hasta 1978. Fue entonces, cuando se observé que el 6xido
nitrico, la azida sédica y el nitroprusiato de sodio eran potentes activadores de la enzima
soluble. No obstante, el rol fisioldgico de la estimulacién 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 absorcidn tipico de ferropro-
toporfirina 1X [160]. Dos posibles dominios de union del hemo han sido sugeridos para la
enzima: 1) una cisteina conservada en ambas subunidades a y 3, y 2) una histidina conser-
vada en la subunidad #. Aunque algunos aspectos del mecanismo de activacion de la GC-S
necesitan soporte experimental adicional, el NO aparentemente, se une a la molécula del hemo
produciendo una dislocacion del hierro, induciendo cambios conformacionales que aumentan
la actividad de la misma. El NO es el mds potente y efectivo activador de la GC-S. Algunos
estudios sugieren que una sobrestimulacion por el NO puede resultar en una refractariedad
reversible o irreversible de la enzima.

Datos recientes indican que, ademds del NO, la GC-S es regulada por una familia de
factores activadores de guanilil ciclasa (GAF) enzimidticamente formados [161], que incluye

CO y OH.

2.3 Oxido Nitrico Sintasa-Oxido Nitrico

El significado fisiolégico de la GC-S fue comprendido y ampliado a partir del estudio del
sistema de sefales que involucra al éxido nitrico y la enzima capaz de sintetizarlo, la dxido

nitrico sintetasa (NOS). En células de mamiferos, el NO es formado enzimdticamente por una
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familia de 6xido nitrico sintasas. A partir del nitrégeno guanidinio de la L-arginina , liberan
6xido nitrico dando L-citrulina como coproducto en la reaccion [162, 163, 164]. Las 6xido
nitrico sintasas, son homodimeros [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 union para NADPH, FAD y FMN, mostrando un 29- 39% de identidad
con la NADPH-citocromo-P50 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 localizacion subcelular, secuencia de aminoicidos, regulacion, y por lo tanto, roles
bioldgicos. 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 miristilacion. Una segunda NOSc ha sido
localizada en el citosol de neuronas centrales y periféricas [171], pero ademds es expresada
en musculo esquelético, pancreas y rifion [172, 173]. Ambas enzimas son dependientes de
Ca?*-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 (NOSi). A diferencia de las anteriores, esta isoforma produce NO en forma continua
como enzima activa.

Se han descripto sitios de fosforilacion en las tres enzimas. Todas las formas de NOS
unen calmodulina en un proceso que puede ser calcio dependiente (NOSc) o independiente
del cation (NOSi) [175, 176]. En el caso de NOSi, la calmodulina y la enzima copurifican,
sugiriendo una estructura heterotetramérica. La unién de calmodulina o la fosforilacion son
los mecanismos por los cuales la actividad de las distintas isoformas de la enzima es regulable.
En el caso de NOSc la interaccién con calmodulina depende de la concentracion de calcio

libre intracelular.

Mecanismo de la Sintesis de NO

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

de catdlisis de la NOS [177, 178]. Cuatro cofactores (hemo, FMN, FAD y Hbiopterina) y
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Figura 1.5: Sintesis de NO por las diferentes 6xido nitrico sintasas (NOS). A. Sintesis de
NO por la eNOS en células de endotelio vascular estimulada por acetilcolina. B. Sintesis de
NO por la nNOS en dendritas neuronales, estimuladas por glutamato. C. Sintesis de NO por
la INOS en macrofagos inducida por citoquinas.
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Figura 1.6: Formacion de d6xido nitrico a partir de arginina por accion de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS).

dos cosustratos (O, y NADPH), participan en esta reaccién. La oxidacion de la L-arginina

ha sido dividida en dos fases:

e En la fase I, que consume 1 mol de NADPH, se forma OHArg. No estd claro si la

H,biopterina es requerida como cofactor para esta primera parte de la reaccion.

e En Ila fase I, que consume 0.5 moles adicionales de NADPH, la OHArg es oxidada a
NO y citrulina [179]. Este paso es claramente dependiente de l4biopterina, y consume
0.5 moles de NADPH, que le confieren los equivalente reductores necesarios para la

reaccion.

2.4 Mecanismo de Accién del GMPc

El GMPc puede afectar la fisiologia celular a través de:




26 Introducciéon

e Regulacion de canales iénicos
o Regulacién de fosfodiesterasas

e Regulacién de proteina quinasa dependiente de GMPc

Regulacion de Canales Iénicos

Una gran variedad de canales idnicos 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 hidrélisis de GMPc. Como consecuencia se produce el cierre de los
canales cationicos dependiente del nucleétido en la membrana plasmatica, que resulta en la
hiperpolarizacion de la célula. Las células pineales de pollo, que también son fotosensibles,
contiene un canal catiénico activado por GMPc [180]. En el sistema olfatorio, se descubrié
un canal con una afinidad por el GMPc mucho mayor que por el AMPc [181, 182]. En rindn,
tanto en los ductos colectores medulares como corticales, el GMPc disminuye la probabilidad

de apertura de canales catidnicos [183, 184].

Regulacion de Fosfodiesterasas

Las fosfodiesterasas ejercen parte del control celular sobre los niveles de los nucledtidos
ciclicos, y consecuentemente regulan su respuesta bioldgica. Incluyen un gran grupo de
isoenzimas relacionadas estructuralmente, que pueden ser codificadas por 7 familias de genes.
Difieren en su secuencia de aminodcidos, afinidad por el AMPc y GMPc, propiedades fisicas

y bioquimicas [185, 186, 187, 188, 189, 190] [191, 192, 193, 194, 195, 196, 197].
e Grupo I, fosfodiesterasa Ca?*-calmodulina dependiente.
o Grupo lI, fosfodiesterasas estimuladas por GMPc (cGS-PDE).

Grupo 111, fosfodiesterasa inhibidas por GMPc (cGI-PDE).

Grupo 1V, fosfodiesterasa especifica de AMPc .
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e Grupo V, fosfodiesterasa especifica de GMPc-.
e Grupo VI, fotoreceptor asociado a membrana de bastones y conos en retina .
e Grupo VII, fosfodiesterasa especifica de AMPc.

Grupo I1. La caracteristica mas saliente de las enzimas de este grupo es la hidrdlisis de
los nucledtidos ciclicos con una cinética de cooperatividad positiva. EI GMPc es preferido
como sustrato y como efector alostérico [198]. Las PDEs de este grupo asi como las de los
grupos V, y VI, contienen los Ilamados sitios conservados no cataliticos de union de GMPc
[199].

Grupo I11. Han sido descriplas en una gran variedad de tejidos, incluyendo miocardio,
musculo liso, plaquetas, higado, linfocitos T y tejido adiposo [200]. Estas fosfodiesterasas,
tienen alta afinidad tanto por el GMPc como por el AMPc, y se activan rapidamente por
fosforilacion en respuesta a insulina o agentes que incrementan el contenido de AMPc [201,
202].

Grupo 1V. Se caracterizan por su alta afinidad por el AMPc. No son inhibidas por GMPc,
que es ademds, un sustrato muy pobre.

Grupo V. Estas enzimas se encuentran presentes en una gran variedad de tejidos, in-
cluyendo plaquetas, musculo liso vascular y pulmon [203, 204, 205]. Presentan una alta
afinidad por el GMPc, e hidrolizan AMPc¢ con muy baja eficiencia [200].

Grupo VI. Es un efector critico en el proceso de fototransduccion [206, 207]. De manera
similar a las fosfodiesterasas del grupo V, poseen alta afinidad por el GMPc y no hidrolizan
AMPc.

Grupo VII. Fue recientemente clonada de glioblastoma humano. Tiene alta afinidad por

AMPc y no es inhibida por GMPc [208].

Activacion de Proteina Quinasas Dependiente de GMP¢

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

Paramecium 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 I (GKI),
que es un homodimero cuyo PM es de 156 kD, y otra asociada a membrana denominada tipo
It (GKII), monomérica con un PM de 86 kD.

Sustrato fisioldgico y funciones de las quinasas de GMPc

e Intestino. Es el tnico lugar donde se ha descripto la presencia de la GKII y los tnicos
sustratos capaces de ser fosforilados por ella, son ella misma y una proteina de 25 kD

[219, 220).

e Corazon. En corazén de mamifero, se ha demostrado que ¢l GMPc inhibe la entrada
de calcio por estimulacion de la GKI [221]. No esta claro si actua por fosforilacion del

canal o de alguna proteina reguladora.

o Cerebelo. Guanilil ciclasa, GK, y el unico sustrato especifico 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 dnica via eferente del cerebelo, la funcion de la
GK puede ser importante en la actividad integrativa de la coordinacién motora de estas

células y en otras funciones.

e Miisculo liso. En células del musculo liso, los nitrovasodilatadores y otros agentes que

elevan el GMPc, inhiben la elevacion de calcio via GK [223, 224].

e Plaquetas. Estudios realizados con activadores especificos para la GK en plaquetas
deficientes en GK, sugieren que el efecto del GMPc puede ser via GK [225]. La
proteina que es sustrato de la GK en plaquetas intactas, y el rol en la inhibicién de la
activacion de plaquetas y calcio intracelular estd aun siendo estudiados. Esta proteina,
de 46-50 kD, designada fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP), puede
ser una proteina de union a actina, asociada con fibras de fuerza y sitios de contacto

focales o placas de adhesion [226].
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Objetivos

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

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

una serie de pardmetros de caracterizacion de la misma.

e Evaluar el efecto de un modulador de la guanilil ciclasa sobre pardimetros relacionados

con la funcién diferenciada de la gldndula.
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1 Modelos Experimentales

1.1 Tiroides Bovinas

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

portadas en solucion fisioldgica y en frio, y procesadas dentro de las dos horas de obtenidas.

1.2 Cultivos primarios de tiroides bovinas

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

Medio de procesamniento y lavado (A)

e Medio 199 (SIGMA M-5017)
o Estreptomicina 100 gg/ml

e Penicilina 100 U/l

¢ Anfotericina B 2.5 ug/ml

¢ Bicarbonato 2.2 mg/ml

Medio de digestion (B)
e Medio A

e Colagenasa tipo 1A 1 mg/ml

o DNAsa una punta de espitula

Medio de siembra y crecimiento (C)

e Medio A

e Transferrina 5 pg/ml



34 Materiales y Métodos

e Insulina 2.5 pg/ml

Las tiroides obtenidas del matadero fueron transportadas en frio y en solucién fisiologica
estéril, con penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml. A partir de este momento todo
el trabajo se realizé en condiciones de esterilidad.

Las glindulas fueron disecadas, extrayéndoseles la cdpsula 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 (minimo 5 veces). Seguidamente
se les agregd la mitad del medio de digestion (B), en una relacién de 10 ml por gramo de
tejido. Para cada cultivo, se utilizaron como minimo trozos de cinco tiroides diferentes.

Las tiroides con el medio de digestién se colocaron en bano de agua a 38°C con agitacién
constante durante una hora y media. Transcurrido la mitad del tiempo (45 min aprox.), se les
agregd el resto del medio, hasta completar la digestion.

El sobrenadante, previo filtrado a través de gasa, se centrifugd a 800 x g 30 segundos para
bajar los foliculos tiroideos, separando de esta manera las células sueltas (fibroblastos, 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 hidroliticas, y
obtener un precipitado constituido casi exclusivamente por foliculos tiroideos.

Los foliculos asi obtenidos fueron sembrados en medio de crecimiento (C) con 5% de
SFB en una relacion de 2 ul de precipitado por ml de medio para placas de 24 pozos y de

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

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 foliculos se peguen y se abran), el medio fue reem-
plazado por medio C suplementado con 0.1% de SFB, hasta que Ilegaron a confluencia total.
El tiempo aproximado para que las células sembradas en las placas de 24 pozos y 35 mm de
didmetro completen su crecimiento fue de 5 dias. El tiempo requerido para que las células

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

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

saturacion en aire.
Todos los experimentos se realizaron con células en confluencia total.

Para los tratamientos se us6 el medio de crecimiento (C) con 0.1% de SFB, a 37°C en Ila

estufa gaseada de cultivo.

1.4 Tratamientos de las células

Excepto en casos particulares que serin oportunamente senalados, las células fueron cultivadas
hasta confluencia total como se describié 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 Metodologia y Disenos Experimentales

2.1 Ensayo de la actividad de guanilil ciclasa

La actividad de la enzima se ensayo segin el método de Birnbaumer y col [227], con algunas
modificaciones.
En el ensayo se utilizaron las siguientes soluciones:

Mezcla de reaccion:

o Tris-HCI 50 mM pH 7.4

Isobutil-metil-xantina (IBMX) 0.4 mM

GMPc 2 mM

Fosfocreatina 4 mM

Creatina quinasa 0.4 mg/m]
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e MnCl, 5 mM (salvo que se indique otra alternativa)
o GTP-a**P 1 mM (NEN, 0.25 uCi/tubo)

Solucién STOP:

e GTP 40 mM

¢ 3H-GMPc 12.5 mM

Para determinar la actividad de la enzima en 50 pl de muestra, se agregaron 50 ul de la
mezcla de reaccion, se incubé 10 minutos (salvo que se indique otra alternativa) a 37°C, y
a continuacioén la reaccién fue detenida por el agregado de 100 ul de la solucién STOP y
posteriormente 100 ul de EDTA 30 mM.

El GMPc formado durante la reaccion enzimitica fue separado por cromatografia en
columnas con resina Dowex AG SOWX4. Se agregé 1ml de HCI 50 mM a la mezcla de
reaccion, y el volumen total fue sembrado en la columna, la elucién se realizé con el agregado

secuencial de:
e 1 ml de HCI 50 mM (dos veces)

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

imidazol-HCI 0.1 M pH 7.5
¢ 3 ml de imidazol-HCI 0.1 M pH 7.5
e 5 ml de solucion de imidazol

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

de centelleo liquido.

Cilculo de los picomoles de GMPc formado

Para calcular los pmoles de GMPc obtenidos en el ensayo, se aplicé la siguiente formula:

pmol GMPc obtenido = relacién 2P / 3H x Factor
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Donde:
cpm 32P—-GMPc contadas

cpm 3H—GMPc contadas
cpm *H—GMPc Stop
cpm 32P—GTP ensayo

32P/3H=

x pmol 3?P—GTP ensayo (2.1)

Factor =

2.2 Obtencién de las fracciones solubles y membranas de ti-

roides bovinas

Luego de la llegada de las tiroides del matadero, estas fueron disecadas como se describid
anteriormente. Trozos de varias glindulas fueron picados en frio en presencia de una pequena

cantidad de buffer de homogenizacion:

e Tris-HCl 50 mM pH 7.4
e Glicerol 5%

Benzamidina 0.1 mM

e DTT1 mM

e PMSF 1 mM

Posteriormente, se agrego el resto de buffer en una proporcion de 3 ml/gr de tejido y se
homogeniz6 con un equipo Ultraturrax en frio. El homogenato asi obtenido se centrifugd
20 minutos a 900 x g para eliminar restos de tejido y células . El sobrenadante de esta
centrifugacion (denominado homogenato total), fue centrifugado 2 horas a 105.000 x g. De
esta centrifugacion, se obtuvieron dos fracciones: una fraccion de membranas (precipitado),
y otra soluble (sobrenadante), que se usaron para la caracterizacion de la enzima guanilil

ciclasa.

2.3 Distribucién subcelular de la enzima

Para estudiar la distribucion subcelular de la enzima, se tomé 1 ml de homogenato total

obtenido segun se detalla en 2.2. Luego de una centrifugacion a 105.000 x g 60 minutos, se
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separé el sobrenadante determinando su volumen, siendo el precipitado resuspendido en un
volumen conocido de buffer de homogenizacién. La actividad de la enzima fue determinada

en ambas fracciones y en el homogenato total.

2.4 Obtencion del extracto celular para determinacion de GC

La determinacion de la actividad de GC en células se realizé con un extracto total, obtenido
de cultivos primarios de tiroides bovinas. Células cultivadas en placas de 60 mm de didmetro
(segtn 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 periodos (5
a 180 minutos). El nitroprusiato de sodio fue preparado en el momento de realizar los trata-
mientos, en una solucion 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 frio, levantadas con una espdtula en 400 ul de buffer de homogenizacién,
y homogeneizadas en frio con un equipo Ultraturrax. La actividad de la enzima se ensayo
como se ha descripto previamente.

2.5 Ensayos de captacién y liberacién de T

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 inicid 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 observd estimulacién con TSH.

Captacién de 12°]

Las células tratadas, fueron lavadas 3 veces con PBS a 37° C. A cada pozo se le agregé 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 (MMI), para bloquear la organificacion del
iodo y 1 uCi/ml de '*°1. Se incubaron 2 horas a 37°C. El ensayo fue finalizado extrayendo el
medio de incubacion y lavando las células 3 veces con PBS frio suplementado con 1 uM de
IK. Las células fueron levantadas con 0.5 ml de NaOH 0.1 N, EDTA 2 mM y determinada
la radiactividad de cada pozo.

Los valores obtenidos fueron expresados como pmol 17/mg proteina.

Liberacion de 1%°]

Luego de los tratamientos indicados en la figura, las células, fueron cargadas con 2] por dos
horas tal como se describe en captacion de '?3]. Luego se extrajo el medio de incubacidn y se
agregaron 0.5 ml de DMEM con 1 uM de IK (tiempo 0), que se extrajo y fue reemplazado
por medio fresco cada dos minutos. Se determiné la cantidad de iodo radiactivo liberado en
cada pozo a los diferentes tiempos asi como el iodo remanente, levantando las células con
0.5 ml de NaOH 0.1 N, EDTA 2 mM.

Los resultados en graficos corresponden al porcentaje de iodo radiactivo intracelular a

cada tiempo respecto del total incorporado a tiempo cero.

2.6 Captacién de *H-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 realizo
una incubacion de 30 minutos, a temperatura ambiente, en presencia de 100 uM de DOG fria,
0.1 uCi/ml de *H-deoxiglucosa (DOG)(30.2 Ci/mmol) en KRH libre de glucosa. La captacién
inespecifica se determind por el mismo tratamiento en buffer KRH en presencia de 100 mM
de glucosa. Se realizaron 3 lavados con esta solucion en bano de hielo. Se adicionaron 0.5
ml de NaOIl 0.1 N a cada pozo y luego de 24 horas de incubacion a temperatura ambiente,
se analizd la marca asociada por centelleo liquido. Los resultados se expresan en pmoles de

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

Para la determinacién de la actividad de ATPasa, las células fueron cultivadas en placas de
100 mm de didmetro hasta confluencia total. Posteriormente fueron incubadas en presencia y
en ausencia de TSH segin se detallé previamente.

La actividad de la enzima se determiné por la capacidad de hidrolizar ATP marcado en
gamma con 3?P, midiendo posteriormente el 3?P liberado.

Luego de los tratamientos correspondientes a cada experimento, las células fueron la-
vadas dos veces con PBS. Se resuspendieron en 600 ul de agua y posteriormente fueron
homogeneizadas en teflén-vidrio (aprox. 200 veces) a 4°C.

A 50 pl del extracto celular se les agregé 450 ul de la siguiente mezcla de reaccion:

e NaCl 120 mM
e IK 10 mM
] MgClz 3mM

Tris-HCI pH 7.4 50 mM

e EGTA 1 mM
e ATP 2 mM

o ATP-3?P 0.1 xCi/tubo

Cada extracto se ensay6 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 determiné
por diferencia la actividad enzimatica.

La mezcla de reaccién, fue incubada a 37°C durante 60 minutos. La reaccién fue in-
terrumpida con el agregado de 750 ul de molibdato de amonio 0.5% en 10% de PCA, y 600
pl de alcohol isobutilico. Luego de una incubacién a 37°C por 15 minutos, las muestras
fueron agitadas y se las centrifugé a temperatura ambiente 20 minutos a 800 x g. Se tomaron
alicuotas de la fase superior y la radiactividad fue determinada por Cerenkow. Los resultados

fueron expresados como dpm de 3?P/ mg de proteina.
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2.8 Medicion de los niveles de AMPc y GMPc

Células cultivadas en placas de 35 mm de didmetro, tratadas segin se indicé previamente,
fueron incubadas con los correspondientes compuestos por los tiempos indicados. Todas
las incubaciones se realizaron en presencia de 0.5 mM de IBMX, salvo que se exprese lo
contrario. Transcurrido el periodo de tratamiento, se extrajo el medio y se agregaron 100 ul
de etanol absoluto para extraer los nucledtidos ciclicos. Posteriormente se evapord el etanol
a 45°C y el residuo se resuspendi6 en 500 pl de buffer RIA (Acetato de Na 50 mM pH 5.5).

La medicion de AMPc y GMPc se realiz6 por radioinmuno ensayo segun 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 ?°], capaz de unirse a un anticuerpo especifico para cada
uno de los nucledtidos ciclicos. Para todas las mediciones se us6 AMPc y GMPc marcado
con 1%1. Los anticuerpos usados fueron de Chemicon Int.. Estos fueron titulados y se utilizé
la dilucién que unia entre un 30-40% de la marca.

Las mediciones se realizaron por duplicado, tomando alicuotas de 30 y 100 ul para
determinar AMPc y GMPc respectivamente. Las alicuotas fueron acetiladas agregindoles 5
gl de una mezcla de anhidrido acético- trietilamina (1:2 v/v). Este procedimiento permitio
aumentar la sensibilidad del ensayo al incrementar la afinidad de los nucledtidos por el
anticuerpo. Luego de la acetilacidn, se agregé secuencialmente a cada tubo 100 ul del
derivado marcado (20.000 cpm/tubo) y 100 ul del anticuerpo en la dilucién Optima.

Las muestras, fueron incubadas 16 horas a 4°C. El ensayo se detuvo con el agregados
de 100 pu! de una solucién de seroalbimina bovina al 2% en buffer acetato de Na 50 mM.
El anticuerpo unido a los nucledtidos se separ6 por precipitacion con 2 ml de etanol frio,
seguida de una centrifugacién a 800 x g durante 15 minutos. La radiactividad del precipitado
se contd 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 Determinaciéon de proteinas

La concentracion de proteinas en los diferentes experimentos, se realizo por el método de Lo-
wry, usando seroalbimina 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 Analisis estadistico de los datos

Para el andlisis estadistico se utilizaron los test de Student para la comparacién de dos muestras

y de varianza (ANOVA), seguido por Dunnet y Tukey para las comparaciones multiples.
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75

Actividad de Guanilato Ciclasa
(pmol GMPc /min/mg prot.)

HOMOGENATU BLANCO 1 BLANCO 2

Figura 3.1: Actividad de guanilil ciclasa en un homogenato total de tiroides bovinas. La
actividad se determiné segun se detalla en Materiales y Mélodos, en presencia de 1 mM GTP
y 2.5 mM Mn?*. Los blancos se realizaron con mezcla de reaccién 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 &+ DE (n= 6 por grupo), * p<0.001, ANOVA,test de Dunnet.

1 Caracterizacién Parcial de la Guanilil ciclasa en

Tiroides Bovinas

La guanilil ciclasa, ha sido detectada en una gran variedad de sistemas biolégicos [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 ningun otro estudio realizado al respecto, si bien el
producto de la reaccion catalizada por esta enzima, el GMPc, fue detectado en tiroides de
diferentes especies [98, 234, 94].

Los experimentos que se describirdn a continuacion, tuvieron por objeto examinar la
presencia de GC y determinar una serie de parimetros de caracterizacion de la enzima en la
gldndula tiroides bovina.

En una primera serie de experimentos, se determiné 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 ensayd
en condiciones saturantes de sustrato (GTP 1mM) y del catién divalente Mn?* (2.5mM). Se
detectd 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 ;3] cual en los experimentos posteriores, solamente se
usaron blancos de reaclivos sin enzima.

Como se ha mencionado en la Introduccién, la enzima guanilil ciclasa, puede encontrarse
libre en el citoplasma, o bien asociada a fracciones de membranas. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, se determind 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 proporcion de la actividad enzimadtica, se encontré
asociada a la fraccion soluble (79%), mientras que sélo una pequena parte se detectS en el
precipitado (8%) (Tabla 3.1). Muchas enzimas que se encuentran asociadas a las membranas,
sélo pueden ser cuantificadas cuando son extraidas con detergentes o sales. La activacion 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 estudi6 el efecto del tratamiento con detergente
(Tritén X-100 1%) sobre la actividad de GC asociada a la fraccién particulada. En la Tabla
3.1, se indican los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. El tratamiento con
detergente incrementd significativamente la actividad de la enzima. En estas condiciones, la
proporcion de GC particulada alcanzé un 26% respecto de la actividad del homogenato total.
Varios autores han informado que el Tritén X-100 produce entre un 20%-70% de activacion
en la GC soluble [236, 239, 240, 241]. Con el objeto de examinar este aspecto, la fraccién
soluble fue sometida a un tratamiento con Tritén X-100 1% y posteriormente cuantificada
la actividad de la enzima. En la Tabla 3.1 se observa que la actividad detectada aumenté
un 70% respecto al sobrenadante no tratado, sugiriendo una modulacién positiva de la GC
soluble por el detergente.

La cantidad relativa de cada una de las formas de la enzima en la célula, varia con
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Tabla 3.1: Distribucion subcelular de la actividad de guanilato ciclasa. La obtencion de las
fracciones se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Las fracciones tratadas con Triton
al 1% fueron incubadas con agitacién 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 enzimdtica fue determinada en presencia de
GTP 1 mM y Mn?* 2.5 mM.

Fraccion Actividad de guanilil ciclasa % Actividad especifica
(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 Triton 8.8 100 103
Soluble con Triton 8.6 97 203
Particulada con Trit6n 23 26 346

el tipo celular, el estado fisioldgico 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 mayoria de los tejidos
examinados, la proporcion mas importante de esta actividad enzimdtica, se encuentra asociada
a la fraccion soluble (79% pulmén, 76% musculo esquelético, 79% pancreas, 67% riiién, 90%
epidermis, higado, 90% cerebro) [239, 102, 230, 233, 100].

El aumento de actividad, obtenido luego del tratamiento de la fraccion particulada con
detergente, indicaria 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 ademds, producen una activacion de la
misma. Esta activacion por los detergentes, explicaria el incremento obtenido en la actividad
de la GC, luego que la fraccién soluble fue sometida a tratamiento con Tritén X-100. Estudios

realizados por otros autores, para evaluar la capacidad de los detergentes para activar la GC
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de membrana, di6 el siguiente orden: Lubrol-PX>Tritén X-100>Triton X-67>Tween 20
[242]. Estos datos de activacion de la enzima fueron correlacionados con el nimero HLB,
que representa la relacion de regiones hidrofilicas e hidrofébicas en un surfactante [242, 243].
El HLB obtenido con el Triton para una 6ptima estimulacion de la enzima, es similar al
obtenido para la activacion y solubilizacion de otras enzimas de membranas. Esto sugiere
que la activacién de la GC particulada probablemente refleja la solubilizacion de 1a misma
[242].

Con el propdsito de descartar una posible contaminacion de la fraccidn particulada con
la fraccidn soluble y viceversa, se determinaron las actividades de las enzimas en ambos
preparados, previamente tratados con activadores especificos para cada una de ellas. Como se
menciond anteriormente en la Introduccién, la actividad de 1a GC de membrana plasmatica,
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 6xido nitrico. La Tabla 3.2, contiene los resultados obtenidos luego de tratar ambas
fracciones con estos activadores. De acuerdo con lo esperable, el ANP increment? la actividad
en la fraccién de membrana y el NP activé la GC de la fraccién soluble. Sin embargo, no se
observo ningun efecto del ANP y NP sobre la enzima soluble y particulada respectivamente.
Estos resultados no solamente descartan una contaminacion de las fracciones entre si, sino
que ademds 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 proteinas de membranas pueden ser periféricas o integrales. Las primeras se encuen-
tran unidas a la membrana por fuerzas electrostdticas y enlaces de hidrégeno y en consecuencia
pueden ser extraidas ficilmente con sales o cambios de pH. Las segundas, en cambio, in-
teraccionan intensamente con las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de la membrana,
y solo pueden ser liberadas con detergentes que compiten por las interacciones hidrofébicas
entre estas y los lipidos.

Con e] objeto de estudiar el tipo de interaccion existente entre la enzima y la membrana,

se traté el precipitado de la centrifugacion 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 uM. Posteriormente fue agregada la mezcla de reaccién y determinada la
actividad enzimdtica en ambas fracciones como se detalla en Materiales y Métodos. Se
representa los datos de la media+ES de dos experimentos (n= 6 por grupo), * p<0.001, test
t de Student.

Fraccién Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

Soluble 39.5+5.3
Soluble + NP 125+21 *
Soluble + ANP 40.0+1.7
Particulada 43.5£6.5
Particulada + NP 38.5+2.4
Particulada + ANP 93.0£7.2 *

* %

=

CONTROL  NaCi DOC 1% LUBROL PX 1%

(]

o

(@)
T

200

T

100

T

Actividad de Guanilato Ciclasa
(pmol GMPc/min/mg prot.)

Figura 3.2: Extraccion de la guanilil ciclasa de la fraccion particulada. La fraccion 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 determiné en el sobrenadante en presencia de 1
mM GTP y 2.5 mM Mn?*. Se representan las medias + ES (n= 6 por punto), * p<0.05, **
p<0.001 versus control, ANOVA, test de Dunnet.



50 Resultados y Discusién

Lubrol PX 1%, durante 60 minutos a 4°C, con agitacién constante y nueva centrifugacion 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 proporcién 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 la proteina se halla fuertemente asociada a la membrana y solo es liberada
totalmente cuando se trata con un detergente no idnico. Por otro lado, estos resultados
coincidirian con la estructura propuesta para la GC particulada, descripta como una proteina
de transmembrana con un dominio extracelular, un dominio trasmembrana y un dominio
catalitico intracelular [244, 245].

El paso siguiente fue evaluar la dependencia de la actividad con la cantidad de proteinas.
Con este fin, se determiné la actividad enzimatica en diferentes diluciones de ambas fracciones.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.3. La GC asociada a membrana presento
linealidad hasta 0.4 mg de proteina (Figura 3.3A), mientras que para la enzima soluble la
linealidad se mantuvo hasta 0.8 mg (Figura 3.3B).

La cinética de la reaccién para ambas enzimas ensayadas a igual concentracion de pro-
teinas, indica que la formacion 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 describirdn a continuacién se realizaron utilizando una
cantidad de proteinas que vario entre 0.1 y (0.3 mg por tubo, incubando las muestras durante
10 minutos.

Estudios previos han establecido que la maxima actividad de estas enzimas se obtienen
en condiciones de exceso de cation con respecto a la concentracion de GTP [235, 101]. Con
estos requerimientos, se puede asumir que el sustrato es MnGTP y que el exceso de metal
actda como activador. Considerando lo expuesto anteriormente, el andlisis cinético de este
sistema enzimadtico, se realizé tomando como sustrato el complejo MnGTP en condiciones de
exceso de Mn?*. Con la enzima soluble, se obtuvo un clisico comportamiento michaeliano

(Figura 3.5A). La representacion de los valores segin la ecuacion de Lineweaver-Burk se
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Figura 3.3: Efecto de la variacion en la concentracion 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 & 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 funcidn del tiempo. La actividad de las enzimas
correspondientes a las fracciones solubles y particuladas fueron determinadas luego de dife-
rentes periodos de incubacion, segin las condiciones standard. Se representan las medias +
ES (n= 6 por punto). A. Guanilil ciclasa soluble. B. Guanilil ciclasa particulada.
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observa en la Figura 3.5B. El Km aparente para MnGTP fué de 0.034+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 Sos aproximado para el MnGTP, estimado por la ecuacion de Hill fue de 0.214+0.007,
con un coeficiente de Hill de 1.9 (Figura 3.6B). Este ltimo dato indicaria que al menos 2
moléculas de sustrato (MnGTP), participan en la reaccion catalizada por la enzima.

Coincidiendo con los resultados recientemente expuestos, numerosas evidencias experi-
mentales sugieren para la GC citosOlica una cinética tipicamente 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, ¢1 Km
aparente para el GTP en presencia de Mn?* varia entre 0.012 y 0.3 mM segin 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 mdxima actividad. Los valores para
el So.s aparente se encuentran entre 0.01 a 0.3 mM con un coeficiente de Hill de 1.4-1.7
[101, 231, 240, 232, 249, 250].

El paso siguiente en la caracterizacién del comportamiento cinético de la enzima, fue
estudiar la actividad de la GC en funcién de la concentracion de exceso de Mn?*. Los
resultados representados en la Figura 3.7, indican un comportamiento cooperativo positivo
para la enzima soluble. El Sy para el Mn?* obtenido de la ecuacion de Hill es de 1.240.065
mM, con una pendiente de 3 (Figura 3.7B).

El anilisis de los datos obtenidos con la enzima particulada representados en la Figura
3.8, indica una cinética michaeliana, con un Km aparente para el Mn?* de aproximadamente
0.280£0.11 mM.

De acuerdo a resultados obtenidos por otros autores, el Mn?* es el cation mds efectivo para
la GC nativa [235, 251, 100, 230]. Sin embargo el Mg?* o Ca?*, pueden servir como cofactor
para los requerimientos de cationes metdlicos [102, 101]. Dadas estas consideraciones, se
decidio examinar el efecto de ambos cationes sobre la actividad de la enzima. En una

primera serie de experimentos se reemplazé el manganeso en la mezcla de reaccion por
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Figura 3.5: Cinética de la actividad de guanilil ciclasa soluble en funcién de la concen-
tracion de MnGTP. La enzima fue ensayada en presencia de las concentraciones indicadas de
MnGTP y 2.5 mM de Mn?* total. Otras condiciones se describen en la seccién Materiales y
Métodos. Se representa la media &+ ES (n= 8 por punto). A. Actividad de guanilil ciclasa vs
concentracion de sustrato. B. Representacion grafica de la inversa de la actividad de guanilil
ciclasa en funcion de la inversa de la concentracién de MnGTP.
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Figura 3.6: Cinética de la actividad de guanilil ciclasa particulada en funcién de la concen-
tracion de MnGTP. La actividad de la enzima fue determinada en las mismas condiciones
descriptas en la Figura 3.5. Se representa la media + ES (n= 8 por punto). A. Actividad de
guanilil ciclasa vs concentracién de sustrato. B. Representacion de la recta de Hill.
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Figura 3.7: Actividad de guanilil ciclasa soluble en funcién de la concentracién de Mn?*
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 £ ES (n= 8 por punto). A. Actividad enzimdtica vs
concentracién de Mn?* libre. B. Representacién grifica de la ecuacién de Hill.
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Figura 3.8: Cinética de la actividad de la guanilil particulada en funcién de la concentracion
de Mn?* libre. La actividad de la enzima fue determinada en las mismas condiciones des-
criptas en la Figura 3.7. Se representa la media & ES (n= 8 por punto). A. Actividad de
guanilil ciclasa vs concentracién de Mn?* libre. B. Representacion grifica de la inversa de
la actividad enzimatica en funcién de la inversa de la concentracién de Mn?* 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 segiin se detalla en la seccién Materiales y Métodos en presencia
de 1 mM de GTP y las concentraciones de Mg?t y Mn?* que se indican. Los resultados
representan la media+ES de tres experimentos (n= 6 por punto).

Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

Particulada Soluble
Concentracion ~ Mn?*  Mg?*t  Mn?* Mg?t
(mM)
0 ND ND ND ND

0.25 14.5£1.3 ND 16.7+4 240.1
0.50 22.0+£2.7 ND 27+1.3 7.3£0.7

1.0 37.6+8.6 ND 104+3  11.5+1.6

2.5 397413 ND 13011 17.840.7

5.0 36+0.1 ND 80+0.56 16.5+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 fraccion
soluble, la actividad obtenida es aproximadamente 7 veces mayor en presencia de Mn?* que
de Mg?* Asimismo, cuando se trabaj6é con la GC asociada a la fraccién particulada, no
se detectd actividad en presencia de Mg?*, aunque si se obtuvo actividad en presencia de
Mn?* (Tabla 3.3). Los resultados discutidos precedentemente coinciden con lo propuesto por
otros autores que describen un débil efecto del Mg?* 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 [231] informan un leve efecto del Mg?* sobre la GC
asociada a membranas.

El paso siguiente en la caracterizacion del efecto de los cationes divalentes sobre la GC,
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fue evaluar el efecto del Ca?* sobre la actividad de la enzima.

Los valores representados en la Tabla 3.4, indican que el cation ain en diferentes concen-
traciones, no modificod la actividad de ninguna de las dos enzimas, en presencia de 2.5 mM
de Mn?*. Con concentraciones subdptimas de Mn2* (0.5 mM), se obtuvo efecto inhibitorio
significativo sobre la actividad de la enzima asociada a membranas a altas concentraciones
de Ca?* (5 mM). Por otro lado, se observé un aumento de la actividad en la GC soluble
a altas concentraciones de Ca?*. Sin embargo, este estimulo sélo representa aproximada-
mente el 20% de los valores obtenidos con concentraciones de Mn?* Gptimas (Tabla 3.4).
La presencia de calcio, como unico cation 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, 101, 233].

En cuanto al efecto de este cation en presencia de concentraciones Optimas de manga-
neso, algunos autores coinciden con lo expuesto [238, 101], mientras que otros describen
una activacion de la enzima en estas condiciones [239, 233]. De acuerdo a numerosas evi-
dencias experimentales, la GC soluble es activada por Ca’* en presencia de concentraciones
subdptimas de Mn?* [230, 238, 101]. En algunos tejidos, los valores alcanzan y superan
los conseguidos con concentraciones Gptimas de Mn?* [230, 239, 233], mientras que en
otros, si bien se detecta un aumento considerable de la actividad enzimadtica, este representa
un pequeno porcentaje de los valores obtenidos en presencia de concentraciones Gptimas 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 Triton X-100, no pudiéndose
descartar un efecto del detergente en la inhibicion 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
Mg?* y Ca?* en determinadas condiciones, la presencia de estos cationes no parece ser
significativa para la actividad de las mismas.

La Tabla 3.5, resume los parametros 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 Mn?* y
Ca?*. Las otras condiciones del ensayo se detallan en Materiales y Métodos. Los datos
representan la media+ES de tres experimentos (n= 6 por punto).

Actividad de guanilil ciclasa

(pmol GMPc/min/mg prot.)

Particulada Soluble
CaCl, (mM) Mn?t 0.5mM Mn?* 2.5mM  Mn?* 0.5mM Mn?* 2.5mM

0 8.31£0.3 28.61+0.1 6.5+£0.6 81.5+3.5
0.05 6.1£1.6 NE 8.3+0.9 67.0+8.5
0.10 8.7+0.6 26.6+1.9 7.31£0.14 73.0+4.2
0.50 10.2+2 24.24+0.9 9.0+1.5 80.0+14
2.00 8.010.4 23.310.3 12.84+2.1 81.51+7.8
5.00 6.910.3 23.310.3 15.31£0.9 74.0£14

En suma, los resultados hasta aqui presentados establecen firmemente la existencia de la
enzima guanilil ciclasa en la 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
bioldgicos [104, 106, 109, 111, 113, 119]. Dada la demostracién experimental de que ambas
enzimas son susceptibles de diferentes mecanismos de regulacion, es tentador especular que
cada una de ellas podria desempenar un rol biolégico particular. Si bien el producto final
de la reaccion catalizada por estas es idéntico, la posibilidad de la compartimentalizacién del

GMPc podria generar diferentes sistemas de respuesta en funcién de su localizacién.
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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 79 % 8 %
Efecto del Triton X-100 1 (70%) T (350%)
Cinética para MnGTP hiperbdlica sigmoidea
Sitios de union para MnGTP 1 2 0 mis
Cinética para Mn?+ sigmoidea hiperbdlica
Sitios de unién para Mn?+ 3 0 mds 1
Efecto del Mg?+ 1 (14%)
Efecto del Ca?+
Efecto del NP T (215%)

Efecto del ANP -

1 (115%)
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2 Rol del Sistema Guanilil ciclasa-GMPc en la Cap-

tacién de Ioduro

Los resultados presentados en el capitulo anterior avalan la presencia de la enzima GC en
la glindula tiroides bovina. El objetivo planteado a continuacién fue determinar el posible
rol bioldgico asociado con esta actividad enzimdtica. 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 comparacioén con una linea establecida, conservan mas que
ésta, las caracteristicas diferenciada de la glandula, permitiendo la realizacién de estudios de
mayor relevancia fisioldgica y a mds largo plazo.

Como se discutiera precedentemente, la sintesis 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 proporcién de esta ultima respecto a la anterior, podria ser
un indicador de su mayor trascendencia fisioldgica.

Muiiltiples evidencias experimentales sefalan al 6xido nitrico como el modulador maés
conspicuo de la GC soluble [253, 254, 255, 256, 257]. La sintesis de NO es catalizada por
la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), que ha sido descripta en una gran variedad de tejidos
[258, 259, 260, 261, 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 liberacion del NO a partir de la molécula de NP ha sido recientemente dilucidado [267] y
requiere la reduccion con un electrén y la pérdida de un grupo ciano previo a la liberacién
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 determind
la actividad de la enzima en extractos totales de células previamente tratadas con diferentes
concentraciones de NP. En esta serie de experimentos, se ensayé la actividad de la enzima
en extractos totales debido a que, como se discutié en la seccién anterior, la GC unida a

membrana no es activada por NO, de manera tal que el estimulo que se observé respecto del
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Figura 3.9: Efecto de diferentes concentraciones de nitroprusiato de sodio sobre la actividad
de guanilil ciclasa en cultivos primarios bovinos. La actividad de la enzima fue determinada
en extractos totales de células de tiroides bovinas, seguin se delalla en la seccion Materiales v
Métodos. Células en confluencia total fueron tratadas por 20 minutos con las concentraciones
de NP indicadas. Se representa la media £ ES de tres experimentos (n= 9 por grupo), *
p<0.01 versus control;, ANOVA, test de Dunnet.

control es atribuible a la GC soluble. Ademiis, el aporte de Ia enzima particulada en ausencia
de detergentes es inferior al 10%. Los resultados presentados en la Figura 3.9 indican que
¢l estimulo miximo de la enzima (300% respecto a células no tratadas) se obtuvo a partir de
una concentracion de NI” de 0.1 mM.

Si se compara el efecto del nitroprusiato sobre la actividad de la enzima extraida de
tiroides (Figura 3.10) con referencia a la obtenida en los cultivos primarios, se puede observar
(ue esta ultima alcanzo el nivel de saturacion con concentraciones menores del compuesto
nitrogenado (5 mM y 100 uM respectivamente). Si bien esta diferencia podria indicar una
mayor sensibilidad del cultivo al NP, no puede descartarse que la diferencia en la respuesta
observada se deba a que en ambos casos el efecto del NP [ue ensayado en distintas condiciones
experimentales. Cuando se trabajo con tiroides [rescas, el extracto conleniendo la enzima lue
incubado en presencia de NP, micntras 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 variacion en la vida

media del NP producida por las dilerentes condiciones de incubacion,
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FFigura 3.10: Efecto de diferentes concentraciones de nitroprusiato de sodio sobre la actividad
de guanilil ciclasa en homogenato total de tirodes bovinas frescas. Se determino la actividad de
guanilil ciclasa en homogenatos totales tratados por 20 minutos con NP en las concentraciones
indicadas. Se representa la media £ ES de dos experimentos (n= 6 por punto), * p<0.00]
versus control, ANOVA, lest de Dunnet.

Segin lo informado por otros autores, la concentracion efectiva de NP varia entre 0.01-
12 mM, de acuerdo al sistema usado y el pardmetro en estudio [254, 268, 269, 270, 271,
272]. Teniendo en cuenta estos anlecedentes en conjunto con la labilidad descripta para esta
molécula, se decidid usar en los experimentos posteriores una concentracion 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 3.11. A los S minutos, la actividad de la enzima resultdé maxima, disminuyendo a
tiempos posteriores. Ll estimulo sobre el nivel del control resultd significativo durante todo
el pertodo estudiado (55% de estimulo 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 activacion depende del tiempo
y de la concentracion de NP. Con ¢l objeto de examinar si existe una correlacion entre la
activacion de la enzima y los niveles de GMPc en las células de tiroides bovinas, se estudio
el efecto de NP a diferentes tiempos sobre el contenido del nucledtido. Los resultados se
representan en la Figura 3.12. El incremento fue significativo a partir de los 5 minutos, en

estrecha correlacion con lo descripto para el efecto del NP sobre la guanilil ciclasa. Segun
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Figura 3.11: Actividad de guanilil ciclasa en funcion de difcientes periodos de tratamicntos
con NP. La actividad enzimitica fue ensayada segun lo descripto en la Figura 3.9. Las
células fueron tratadas por diferentes tiempos con 5 mM NP. Se representa los porcentajes
de estimulacion respecto del control & ES de tres experimentos (n= 9 por grupo), * p<0.01
versus control, ** p<0.05 versus control, ANOVA, (est de Dunnet.

lo mencionado anteriormente, la actividad de GC luego de una ripida activacion (5 minutos)
decrecio a tiempos mayores, siendo Ia caida ya observable a los 20 minutos. Sin embargo,
el contenido del nucledtido aumentod hasta alcanzar un maximo a los 30 minutos. Dado que
los experimentos descriptos se realizaron en presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa
(IBMX), probablemente, este aumento sea el resultado de la acumulacion del mismo en el
transcurso del tratamiento. Estos resultados concuerdan con descripeiones previas del efecto
de! NP sobre el sistema GC-GMPc en dilerentes tejidos, incluso en tiroides [97, 273, 99].
Habicndo caracterizado al NP como una herramienta apropiada para la estimulacion de la
GC en el modelo experimental, se procedio a analizar la participacion de esta enzima en la
regulacion de la funcion tiroidea.

En este sentido, una de las funciones relevantes de la fisiologia tiroidea es la capacidad de
concentrar iodo [274]. El transporte del halogeno hacia ¢l interior de la tiroides, constituye
el paso inicial y limitante en la sintesis de las hormonas tiroideas {275, 7).

Ein ausencia de TSI, las células de tiroides bovinas en cultivo son poco diferenciadas y
por lo tanto los parimetros tiroideos resultan sumamente disminuidos [65]. El agregado de

la hormona produce cambios morfologicos y aumento de las funciones diferenciadas. Con



66 Resultados y Discusion
)
. A4F
4=
e I
Q /
¢ | 17
5 2
©
&
1F
O 1 1 1
0 25 50 75
Minutos

Figura 3.12: Efecto del NP sobre los 1.veles de GMPc. Las células fueron tratadas con
5 mM NP por los tiempos indicados. El contenido de GMPc fue determinado por RIA
segun se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Se representa la media £ ES de
cuatro experimentos (n= 12-15 por punto), p<0.01 versus control para todos los tiempos
representados, ANOVA, test de Dunnet.
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Figura 3.13: Curva dosis-respuesta del efecto de TSH sobre la captacion de n cultivos

primarios de tiroides bovinas. Las células [ueron-tratadas durante 72 hs, con las dosis de
‘TSH indicadas y luego se delermind la incorporacion de 1231 segin se describe en Maleriales
y Métodos. La marca captada se expresa en pmoles de iodo/mg proteina. Se representa la
media £ ES de dos experimentos (n=8 por punto), * p<0.01, ** p<0.001 versus control,
ANOVA, test de Tukey.

el objeto de estudiar el rol del sistema GC-GMPc en la captacion de ioduro, en una primera
etapa, fue necesaria la puesta a punto de las condiciones Optimas para evaluar este parimetro
et cuanto a los requisitos de tiempo y concentracion de TSH. En primer lugar, se examiné
el efecto de distintas concentraciones de TSI (0.005 mU/ml a 5§ mU/ml). Para elo, células
cultivadas hasta confluencia total fueron tratadas con la hormona durante 72 hs. El tiempo
clegido es compaltible con el descripto por otros autores para obtener un maximo efecto sobre
este pardmetro en otras células tiroideas [12). Para la determinacion de la captacion de '?%1,
luego del tratamiento con diferentes dosis de tirotrofina, se realizo el lavado y la incubacion de
las células con ¢l isotopo radiactivo en presencia de un inhibidor de la organilicacion (MMI),
determinindose la radiactividad asociada a ioduro intracelular, luego de 2 horas de tratamiento.
De acuerdo con lo descripto por Gerard y col [65], esle es el tiempo en el que ¢l contenido
de marca detectable en la célula representa la concentracion del estado estacionario.  En
presencia de un bloqueante de la organificacion, los niveles de iodo intracelular corresponden
exclusivamente al haldogeno libre en estado de ioduro.

En la Figura 3.13 puede observarse que a partir de una concentracion de 0.005 mU/inl,
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Figura 3.14: Variacion temporal de la accion de la TSI sobre la captacion de ioduro. Las
células fueron tratadas con 0.5 mU/ml de TSH por los tiempos indicados. La captacion de
I3[ se realizé segin se detalla en Materiales y Métodos. Se representa la mediat ES de
dos experimentos (n= 8 por punto), p< 0.01 para 24 hs, p< 0.001 para los otros tiempos
indicados, ANOVA, test de Dunnet

la TSI indujo un aumento significativo de este parimetro (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 ¢l parimetro
que se quiere estimular [276, 277, 65, 278]. El sistema de transduccion de senales mas
conspicuamente asociado a la accion de la TSH es el de adenilil ciclasa-AMPc (AC- AMPc)
[279, 50, 51, 52]. Sin embargo, trabajos de varios autores [54, 55, 280, 281, 282, 283],
demuestran que la TSH en dosis altas (3 a 30 mU/ml) estimula en tiroides de varias especies la
generacion de fosfoinositidos, por una via independiente de la adenilil ciclasa. Por tal motivo,
se utilizd una concentracion de TSIH de 0.5 mU/mi, que si bien produce una estimulacion
submixima, disminuye la probabilidad de activacion de esta segunda via, cuya relevancia
lisiologica es objeto de controversia. La Figura 3.14 representa el efecto de la TSH (0.5
mU/ml) sobre la captacion de '?%1, luego de distintos periodos de incubacién (24, 48, 72
y 96 hs). La hormona produce un aumento significativo en la acumulacion de iodo, que
resultd 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 TSI carece de efectos sobre este pardametro.



2 Rol del Sistema Guanilil ciclasa-GMPc¢ en la Captacion de loduro 69

Sc ha demostrado que la TSH produce dos tipos de efectos, uno ripido, que se observa
a los pocos minutos de agregada la hormona (cambios morfolégicos, activacion de la se-
crecion, formacion de jodotironinas, respiracion mitocondrial cle.), y otro lento, relacionado
con la sintesis de ARNm y proteinas (crecimiento ¢ incremento en la capacidad (uncional
de la ghindula). Los estudios realizados con inhibidores de la sintesis de proteinas sugicien
que cl estimulo del transporte de ioduro hacia ¢l interior del tirocito, es dependiente de Ia
transcripeion y la traduccion de proteinas [84, 85]. Los resultados obtenidos corroboran lo
expuestos precedentemente y coinciden ampliamente con lo descripto por Gerard y col. [65],
quiencs demostraron que en este modelo experimental, la 'TS11 afecta este pardametro, despuds
de 24 hs. Asimismo, Weiss y col. [12), en células FRTL-5, observaron que se alcanza una
estimulacion evidente de este parimetro recién a las 12-24 horas, logrando una respuesta
niixima a las 72 horas de tratamiento.

Una vez caracterizado el sisteii en cuanto a los requerimientos de TSI, se examino cl
efecto del NP (5 mM) sobre la captacion de ioduro.. Células cultivadas hasta confluencia total
e incubadas por 72 hs en ausencia o en presencia de TSI (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 carecio de efecto sobre los niveles basales de iodo acumulado en todo el rango
temporal examinado. Sin embargo, se observd una inhibicion del efecto estimulatorio de la
TSI1 sobre la captacion, que resuito evidente a los 60 minutos y se hizo significativa a las
2 horas con una inhibicion del 42%, que aumenta hasta el 65% a las 3 horas de tratamiento
(FFigura Tabla 3.0).

En la Figura 3.15, se observa el efecto de distintas concentraciones de NP sobre el estimulo
de la captacion de ioduro inducido por TSIHL La concentracion minima electiva fue de 10
M, resultando un efecto inhibitorio mdximo con una concentracion de 5 mM. El rango de
concentraciones electivas en la inhibicion de este pardmetro presentd una alta correlacion con
la curva dosis-respuesta de activacion de la GC por NP, sugiriendo que el mecanismo de

accion del compuesto nitrogenado, involucra la activacion de la enzima (Figura 3.9).
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Tabla 3.6: Efecto del nitroprusiato de sodio sobre la captacién de ioduro. Células incubadas en
presencia y ausencia de TS (0.5 mU/ml) por 72 bs, fueron tratadas por los tiempos indicados
con 5 mM NP. La incorporacién de 1?51 fue determinada segiin se detalla en la seccién
Materiales y Métodos. Los datos tabulados representan la media£ES de 3-6 experimentos
(n= 12-16 por grupo), * p<0.01 versus control, ** p<0.01 versus TSH, ANOVA, test de
Dunnet. Figura. Se representa el porcentaje de inhibicion de la accién de la TSI por el NP

Captacion de 231 (pmol 1=/mg prot.)

Tiempo de incubacion con NP (minutos)

Tratamientos 20 60 120 180
Control 62.0£5.8 58.5+8.0 59.6+5.1 67.0+1.3
NP 59.44+4.0 51.6+4.0 52.343.1 79.2425.2
TSI 238+25.67  225.0+49.0° 173.0+£10.8* 229.0+10.6"

TSH+NP 219.04£10.6  190.0£259 126.0£8.7 124.0£7.0°

% Inhibicion

20 60 120 180

Tiempo (min)
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Figura 3.15: Curva dosis-respuesta del clecto del NP sobie la accion de 'TSH en la captacion
de joduro. Células tratadas por 72 hs con 0.5 mU/ml de TSI fueron incubadas con NP en
las concentraciones indicadas y determinada la incorporacion de 21, Los valores representan
l1 media £ ES de dos experimentos (n= 8 por grupo), * p<0.05, ** p<0.001 veisus ‘TSI,
ANOVA, test de Dunnet.

Con el objeto de descartar la posibilidad de que la inhibicion observada se deba a un efecto
citotoxico inducido por NP, se examino la reversibilidad de la inhibicion de la captacion de
1251 inducido por TSI Con esle fin, células tratadas con 5 mM de nitroprusiato durante 3
horas, lTueron lavadas dos veces con medio [resco ¢ incubadas nuevamente con TSHE (0.5
mU/ml) por 24 hs. Transcurrido el tiempo indicado, se determind la incorporacion de 23]
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.10, e indican que el electo del NP es
reversible. Asimismo, la falta de efecto del NP sobie células en condiciones basales, avalan
la atoxicidad del compuesto.

Se ha demostrado que la GC soluble purilicada contiene un grupo hemo que podria ser
el sitio receptor para la molécula de NO [284, 285, 286]. Dada la elevada alinidad del
oxido nitrico por los anillos hemo, se ha descripto el uso de hemoglobina libre reducida
como inhibidor del NO [287]. Los resultados representados en la Figura 3.17, indican que Ia
hemoglobina en concentracion 100 pM, blogued cl efecto del nitroprusiato en la inhibicion
sobre la accion de la ‘TSEH, sin alectar per se este pardmetro. Estos resultados avalan que ¢l
electo descripto es mediado por la liberacion de NO.

En la figura 3.18 se representa el efecto de un andlogo permeable del GMPc ( el 8Bi-



72 Resultados y Discusion
T Ll L L] T L) T
400 |- * 4
*
< 300 } I .
a
£
= 200} -
[=]
E
[-§

g

a—

IEniIRINN

Cc T T+NP C T T+NP
OHs 24 Hs

Figura 3.16: Reversion del efecto inhibitorio del NP sobre la captacion de ioduro. Células
incubadas con TSH por 72 hs fueron tratadas con S mM de NP por 3 hs. Transcurrido este
periodo fueron lavadas dos veces con medio fresco y determinada su capacidad de incorporar
125] Juego de incubarlas con medio fresco suplementado con 0.5 mU/ml de TSH por los
tiempos indicados. Se representa la media £ ES de dos experimentos (n= 8-10 por grupo), *
p< 0.001 versus control, ** p< 0.001 versus TSH, ANOVA, test de Tukey.
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Figura 3.17: Efecto de fa hemoglobina sobre fa accion del NP. Células incubadas con o sin
TSH (0.5 mU/ml) por 72 hs fueron tratadas con S mM de NP por 3 hs en presencia de 0.]
mM de hemoglobina reducida (11B). El agregado de la hemoglobina se realizé 10 minutos
antes de iniciar el tratamiento con NP. La incorporacion de 12°] se determiné segin se detalla
en Materiales y Métodos. Se representa la media £ ES de dos experimentos (n= 8 por grupo),
* p<0.01 versus control, ** p<0.05 versus TSH, ANOVA, test de Tukey.
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Figura 3.18: Liccto del 8Br-GMPc sobre la captacion de iodo. Células que perimanecicron 72
hs, en presencia o en ausencia de TSH (0.5 mU/ml) fueron tratadas con 10 M de 8Br-GMPc
por 20y 60 minutos. La caplacion de iodo f{ue determinada por la incorporacion de 2%, Se
representa ka media £ L3S de tres experimentos (n= 6-9 por grupo), * p<0.01 versus control,
** p<0.01 versus ‘TSI, ANOVA, test de Dunnet.

GMPc) sobre la captacion de ioduro. Las células incubadas en presencia o ausencia de TSH,
posteriormente fueron tratadas durante 20 y 60 minutos con 8Br-GMPc (100 M). A los 20
minutos, el andlogo careci de efecto, obscivindose una inhibicion de la accion de la TSH
(709%) a los 60 minutos de tratamiento. Al igual que lo observado con ¢l NP, en condiciones
basales no se observaron efectos significativos en ninguno de los tiempos estudiados. Como se
ha descripto previamente (Figura 3.12), el NP produce un incremento del contenido de GMPc
intracelular ya detectable a los S minutos de incubacion, sin embargo resultaron necesarios
120 minutos para producir una inhibicion signilicativa del electo de la TSH en la captacion
de ioduro. Por otra parte, el 8Br-GMPc inhibio significativamente este parimetro a los 60
minutos de tratamiento. El efecto del andlogo del nucledtido fue evidente a tiempos mas
cortos que los requeridos en la accion del NP, lo que podria tomarse como una evidencia
adicional a favor de que el mecanismo de accion de esle involucra la activacion de la via
GC-GMPc. Sin embargo, no puede descartarse que la diferencia temporal observada pueda
atribuirse a una diferencia de concentraciones efeclivas entre ¢l anidlogo y las alcanzadas en
la célula en respuesta al ND.

Los resultados hasta aqui expuestos indican que: 1) EI NP estimula la actividad de GC,
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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 Ia liberacion de NO, aunque no se
descarta la existencia de mecanismos alternativos.

Segtin lo expuesto precedentemente, el NP en condiciones basales produce un incremento
de la actividad de 1a GCy de los niveles de GMPc, sin embargo el sistema de incorporacion de
ioduro es solo sensible al compuesto nitrogenado en células diferenciadas con TSH. Un efecto
esencialmente similar se observé en respuesta al 8Br- GMPc. Una posible interpretacion
de este fendmeno podria ser que la TSH por algin mecanismo no conocido potencie la
estimulacion de la GC por NP de manera tal de alcanzar los niveles de GMPc requeridos
para inhibir el mecanismo de captacion de ioduro, que sean insuficientes cuando el estimulo
de la GC es el NP en ausencia de TSH. Dos evidencias experimentales permiten descartar
esta hipotesis. Por una parte, el 8Br-GMPc, ain en exceso, carecio de efecto per se sobre
la captacion basal de ioduro (Figura 3.18). Por otra parte, se estudid el incremento de los
niveles de GMPc inducido por NP en presencia de TSIl. Células tratadas previamente con
tirotrofina (0.5 mU/mi) por 72 hs fueron incubadas con NP (5 mM) por diferentes periodos.
Los resultados presentados en la Figura 3.19 indican que el nitroprusiato en presencia de TSH,
produce un efecto esencialmente similar al obtenido en condiciones basales. Andlogamente
a lo observado en ausencia de TSH (Figura 3.12), en las células previamente tratadas con la
hormona el NP, incrementd el contenido de GMPc a partir de los S minutos de tratamiento,
manteniéndose elevado en todos los tiempos estudiados. Por otra parte, se observd que
la TSH per se no modifica en forma significativa el contenido del nucledtido ciclico. La
ausencia de efectos de la TSI sobre este nucledtido ciclico ha sido previamente descripta.
Lin cortes de tiroides bovinas, tratados con 0.5 mU/ml de TSI no se observaron variaciones
en el contenido de GMPc determinado Tuego 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 0.1-1 mM de Ia hormona. Similares resultados lucron

descriptos por Decoster y col [92], Champion y col [95] y Yamashita y col [289] en cortes
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Figuma 3.19: Efecto del NP sobre los niveles de GMPc en células tratadas con TSI Células
previamente tratadas con 0.5 mU/mli de TSH por 72 hs, fueron incubadas con S mM de NP
por los tiempos indicados. Los niveles del nucledtido fueron determinados por RIA segun
se detalla en la scccion Materiales 'y Métodos.  Se representa la media £ ES de cuatro
experimentos (n= 12-15 por punto), * p<0.01 versus control, * p<0.01 versus TSI, para 15,
30 y 60 minutos de incubacion, ANOVA, test de Dunnet.

de tiroides caninas.

Parece evidente que la TSI desencadena una seric de eventos en la célula que la sensibiliza
al electo del NP. De acuerdo con numerosas evidencias experimentales, la regulacion por
TSH en el aumento de la captacion de iodo, se encuentra mediada por la activacion del
sistema AC-AMPc [9, 85, 290, 76, 75, 291]. Con el objeto de examinar si el NP inhibe
un electo desencadenado por la TSI a través del sistema AC-AMPc y estudiar si algunos
de los componentes de esta via son modificados para producir la inhibicion observada, sc
realizo la siguiente serie de experimentos. En una primera instancia, se estudio la accion
del NP sobre células previamente tratadas con un activador de fa subunidad catalitica de

la adenilil ciclasa: forskolina (10 M) sobre la captacion de ioduro. Los datos obtenidos
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Figura 3.20: Efecto del NP sobre el estimulo de la forskolina en la captacion de ioduro. 1as
células fueron tratadas durante 72 hs con 10 M de forskolina (FK) y luego sometidas a una
incubacion con S mM de NP por 3 hs. La incorporacion de 23] [ue determinada segiin se
describe en Materiales y Métodos. Se representa la media & ES de cuatro experimentos (n=
16 por grupo) * p<0.001 versus control, ** p<0.005 versus forskolina, test t de Student.
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se representan en la Figura 3.20. La forskolina, al igual que la TSH, produjo un marcado
estimulo de este parametro (200%). Esta estimulacion fue inhibida significativamente por
NP (5 mM), agregado a las células durante 3 horas. Este resultado podria sugerir que ¢l NP
inhibe un efecto de Ta TSI que involucra la via AC-AMPc. Por otro lado, dado que persiste
la inhibicidn con NP adn cuando el sistema es estimulado en un paso posterior a la interaccion
de la TSH con su receptor, es probable que el efecto del compuesto nitrogenado sea distal a
la unidn de la tirotrofina al receptor.

Si bien en forma conjunta, la serie de experimentos discutidos precedentemente, senalan
al GMPc como ¢l mediador del efecto de NP, no puede dejar de considerarse la participacion
adicional de algin otro mensajero intracelular. En este sentido, el AMPc es el segundo
mensajero mas clisicamente asociado a Ia accion de la TSH. En consecuencia, se estudio ¢l
efecto del NP sobre los niveles intracelulares de AMPe. Los cultivos fueron cultivados con
¢l mismo diseno experimental usado en los experimentos anteriores, y luego de ser incubados
en presencia y en ausencia de TSI (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratados con el compuesto
nitrogenado por diferentes periodos.

l.a Tigura 3.21 representa los resultados obtenidos en esta serie de experimentos. En
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Figura 3.21: Electo del NP sobre los niveles de AMPc. Células incubadas con y sin TSII
(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 segin se describe en la seccion Materiales
y Métodos. Se representa la media £ ES de 4 experimentos (N= 16- 20 por grupo), NP:
p<0.01 versus control para 15y 30 minutos, TSH: p<0.01 versus control, TSH+NP: p<0.05
para 15 y 30 minutos versus TSI TSHHNP p<0.01 para 5 minutos, p<0.05 para 60 minutos
versus NP, test de Dunnet.

las células control (sin tratamiento con TSI, a los 5 minutos se observd un aumento que
no alcanza a ser significativo. A los 30 minutos se alcanzd una respuesta mixima (116%),
retornando a los valores basales a los 60 minutos de tratamiento.

Células tratadas por 72 hs con tirotrolina, presentaron niveles de AMPc significativamente
aumentados (43%) al tiempo cero del agregado de NP. La presencia simultinea de ‘ISH y
NP aceler6 el efecto de este altimo, alcanzindose el miaximo estimulo a los 5 minutos, sin
superar los valores obtenidos con nitroprusiato en ausencia de TSH.

Los resultados previamente expuestos ponen en evidencia que el pretratamiento de las
células con TSI, no altera significativamente la respuesta al NP. Esto ocurre en la mayor
parte de los tiempos estudiados, excepto a los 5 minutos, donde la T'SH sensibilizaria las
células al electo del NP, obteniéndose a tiempos mas cortos el miximo electo.

Varios autores han estudiado el efecto del NP y otros compuestos nitrogenados sobre
esta via de segundos mensajeros, describiendo resultados contradictorios.  Spaulding [288],
encontré en cortes de tiroides bovinas, que los compuestos nitrogenados como nitrito de

sodio e hidroxilamina cuando son agregados simultincamente con la TSIT o 10 a 20 minutos
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después del agregado de la hormona, produce una inhibicién del efecto de la misma sobre
los niveles de AMPc. Sin embargo, este efecto no pudo ser reproducido por anilogos del
GMPc. Por otro lado, concentraciones menores de los compuestos nitrogenados, capaces de
aumentar el GMPc, no tienen efecto sobre los niveles de AMPc, indicando ¢ue el GMPc¢ no
seria el responsable de la disminucion del contenido de AMPc.

Trabajos posteriores de Decoster y col [273] en cortes de tiroides caninas, demostraron
que el NP aumenta los niveles de AMPc, a los 5 minutos de tratamiento, tanto en células
en condiciones basales como en las tratadas con TSH (1 mU/mi) por 30 minutos. Mis
recientemente Millatt y col [99], describieron que el NP no tiene ningin efecto en los niveles
de AMPe ni basales ni estimulados con TSH en células de tiroides humanas. Sin embargo,
en este estudio los tiempos de incubacidn utilizados (2 hs.), corresponden al momento en que
en nuestras condiciones experimentales los niveles de AMPc retornan a los valores basales.

Si bien esti descripto que todos los compuestos nitrogenados aumentan el GMPc¢, no se
puede descartar algin efecto secundario no relacionado con la activacion 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 via GC-GMPc
[292, 293].

Con el objeto de completar esta serie de experimentos, se evalud si el NP interferia con
la modulacién ejercida por un andlogo del AMPc (But,AMPc) sobre la captacion de '2°1. Los
resultados obtenidos se representan en la Figura 3.22. El But AMPce, produjo una significativa
estimulacion de la incorporacion de iodo a las células, que resulté inhibida por el compuesto
nitrogenado.

Las evidencias experimentales expuestas anteriormente, sugieren que la accion 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 estimulo por TSH de la via AC-AMPc. Las
evidencias en este sentido son: 1) el NP no s6lo no inhibe, sino que estimula la sintesis de

AMPc basal o inducida por TSI, 2) la inhibicién por NP es ain evidente cuando el estimulo
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Figura 3.22: Lfecto del NP sobre el estimulo del But,AMPe en la captacion de ioduro.
Células tratadas con ButAMPce por 72 hs fueron incubadas con 5 mM NP por 3 s y
posteriormente determinada la incorporacion de 2L Se representa la media £+ US de tres
experimentos (n= 9 por grupo), * p<0.001 versus control, ** p<0.002 versus But,AMPc,
test tde Student.

en la captacion de ioduro es inducido por But,AMPce. En todo caso, cualquiera fuera ¢l sitio
de accion del NP en la inhibicion de la captacion de ioduro, resulta claro que el sistema
de entrada del halogeno debe estar estimulado para ser susceptible a la modulicion por el
compuesto nitrogenado. En este sentido, no puede descartarse ue la captacion de ioduro en
ausencia de TSI alcance un nivel bajo, que no permita una regulacion de tipo inhibitorio.
Por otro lado, existen numerosas evidencias experimentales a favor de que otros compuestos,
como la hidrocortisona, el factor de necrosis tumoral o (I'NFa), la insulina y el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1), inhiben signilicativamente el efecto estimulatorio de
Ia TSH en la incorporacion de ioduro sin alterar los valores basales [294, 295, 88&).

Para el sitio de accion del GMPc¢ podrian postularse varias posibilidades.  Si bien se
dispone de antecedentes que scialan una accion directa del nucledtido sobre canales idnicos,
la mayoria de los efectos descriptos del GMPc, involucra la activacion de una proteina quinasa
especifica [221, 183, 296, 297]. En consecuencia, se considerd de interés estudiar si la accion
del NP sobre la incorporacion de ioduro, involucra la activacion de una proteina quinasa
dependiente de GMPc. Para cllo, células incubadas con y sin TSH (0.5 mU/ml) durante 72

hs, [ucron tratadas por 3 hs con NP 5 mM, en presencia de un inhibidor especifico de la PKG
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Figura 3.23: Efecto del KTS5823 sobre la accion del NP en la captacié de ioduro. Las células
previamente incubadas con o sin ‘TSI por 72 hs, fueron tratadas con S mM de NP en presencia
del inhibidor de la protein quinasa G (KT) 10 M 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 £ ES de tres experimentos (n= 9 por punto), * p<0.001 versus control, ** p<0.01
versus TSH, *** p<0.01 versus TSI, t p<0.001 versus TSH+NP, ANOVA, test de Tukey.

(KT5823, 10 xM). Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos se representan el la
Figuras 3.23 e indican una reversion del efecto inhibitorio del NP en presencia del inhibidor
especifico de la proteina quinasa. Por otro lado, el KT5823 per se produjo, un aumento
significativo del efecto de la TSH, sin observarse cambios en las células en condiciones
basales. Estos dltimos resultados podrian sugerir un control negativo basal de la accidn de
la TSI por el sistema GC-GMPc a través de la PKG, que aumenta cuando los niveles del
nucledtido son inecrementados por algin mecanismo como la liberacion de NO. En el caso
de confirmarse estos resultados con otras estrategias experimentales, esta podria constituir la
primera evidencia de un mecanismo inhibitorio tonico de la GC sobre la respuesta a la TSH.

Ha sido firmemente establecido que la hidrélisis de los polifosfoinisitidos Heva a la
formacion de inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG), con la consecuente li-

beracidn de Ca?t de depdsitos intracelulares y activacion de la proteina quinasa C (PKC)
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Figura 3.24: Efecto del PMA sobre la captacion de ioduro. Células incubadas con y sin TSH
por 72 hs fueron tratadas con 100 nM de PMA por 30 minutos. La captacion de '2%1 fue
ensayada como se describe en Materiales y Métodos. Se representa la media £ ES de tres
experimentos (n= 9-12 por grupo), * p<0.01 versus TSI, ** p<0.001 versus TSI, ANOVA,
test de Dunnet.

{298, 299, 300]. Los ésteres de forbol como el [orbol miristato acetato (PMA), han sido
asiduamente usados para estudiar el rol de esta via 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-
lacion de la fosforilacion de sustratos enddgenos por ésteres de forbol ha sido caracterizada
(301, 302, 303]. Por otro lado, se ha descripto que los ésteres de forbol, tienen un electo
estimulatorio del crecimicnto en la glindula tiroides [304, 305, 306, 307] e inhiben muchas
de las funciones dilerenciadas como el metabolismo del iodo basal y estimulado por TSt
(305, 306].

Existen evidencias experimentales que sugicten una posible interaccion entre la via de la
PKC y la via de la GC- GMPc. De acuerdo a lo descripto por algunos autores, la proteina
quinasa C (PKC), podria fosforilar la guanilil ciclasa "in vitro™ ¢ "in vivo™, con un consecuente
incremento de su actividad [308, 309, 310]. Por otro lado, Naor [311], ha demostrado que cl
GMPc tiene una accion estimulatoria sobre la formacion de fosfoinositidos.

La Figura 3.24, representa los valores obtenidos al determinar incorporacion de 2%, en
cClulas tratadas con PMA (100 nM) durante 30 minutos. De acuerdo a estos resultados, el

PMA produjo una significativa inhibicion de la accion estimulatoria de la TSI, sin efectos
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‘Tabla 3.7: Efecto del PMA sobre la actividad de guanilil ciclasa. Las células previamente
incubadas con TSII 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
vallores tabulados corresponden a la media 4= 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+£0.27
5 8.02+£0.29
15 7.02+0.17
30 7.7610.52
60 7.25+0.51

significativos sobre la incorporacion basal de ioduro. Estos resultados y las consideraciones
recientemente expuestas, plantean una posible interaccion entre la proteina quinasa C y el
GMPc en la inhibicion de la accién de la TSH en la captacion de ioduro.

Con el objeto de evaluar la accion del PMA sobre la GC, se determiné 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 concentracion
y tiempos examinados, no afectd la actividad de la enzima.

La falta de efecto del PMA no puede atribuirse a una concentracion insuficiente de la
droga, dado que los resultados mostrados en la Tabla 3.8, indican que concentraciones aun
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 fin, células con y sin tratamiento con TSII (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron
incubadas con PMA (100 nM) por diferentes periodos. En la Tabla 3.9, se observa que el
activador de la PKC, no modificé en forma significativa los niveles de GMPc en las células
control o tratadas con TSI

Si bien los resultados recientemente expuestos descartan un efecto del PMA sobre ta GC,
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‘Tabla 3.8: Efecto de diferentes concentraciones de PMA sobre la actividad de guanilil ci-
clasa. Se determiné la actividad de guanilil ciclasa en células tratadas con TSIH 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 seccion Materiales y Métodos. Los
valores tabulados representan la media &+ ES de 2 experimentos (n= 6-8 por punto), ANOVA.

PMA (tM)  Actividad de guanilil ciclasa
(pmol GMPc¢/min/ing prot.)

0 7.2+£0.4
0.1 6.5+0.3
1 7.2+0.9
10 1.5+1.5

Tabla 3.9: Efecto del PMA sobre los niveles de GMPc. Células Hevadas a confluencia
total, fueron tratadas con PMA 100 uM por los tiempos indicados. Los niveles de GMP¢
fueron determinados por RIA segin se detalla en Materiales y Métodos. Los valores tabu-
lados representa la media & ES de 3 expet.inentos, (n= 9-12 por punto), ningin valor fue
sighificativamente diferente del control, ANOVA.

Tiempo de Tratamiento  pmol GMPc¢/img prot.

(minutos) sin ‘FSII con TSH
0 1.18£0.11  1.094£0.02
5 1.08£0.07 1.0540.08
15 1.2140.08  1.034:0.09
30 0.9010.11  1.0710.06
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queda por determinar si el efecto inhibitorio del nucledtido ciclico estd mediado por la PKC.
Con el objeto de examinar este aspecto, se estudid el efecto de inhibidores de la proteina
quinasa C sobre la accion del NP en la captacion de ioduro. Para ello, se usaron tres inhibi-
dores: staurosporina, H7 y un inhibidor altamente especifico para PKC Bisindolylmaleimide.
Los valores obtenidos se muestran en la Figura 3.25, e indican, que ninguno de los tres com-
puestos en las concentraciones utilizadas, altera significativamente la captacién de 21 basal
o estimulada por TSII. Por otro lado, no se observd reversion del efecto inhibitorio del NP
sobre la accion de la tirotrofina.

Varios auwtores han descripto un efecto inhibitorio de los ésteres de forbol sobre la captacion
de ioduro, tanto en células control como estimuladas por TSH [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 accion
de la TSII sobre la captacion de ioduro, se encuentra regulada por ambas vias en forma
independiente. Esto confirma una vez mds que si bien la TSH es la principal sefal modu-
ladulatoria de las funciones de la célula tiroidea, al igual que en otros tejidos, la fisiologia
tiroidea es una compleja red de vias reguladas por diferentes factores que pueden interactuar
o no, para regular un determinado parametro de la célula.

Los resultados hasta aqui presentados, reflejan una accién inhibitoria del NP sobre la
acumulacion de ioduro estimul: la por TSI Sin embargo, como ya se ha mencionado, el
proceso de acumulacion de iodo en el Tumen folicular es el resultado de una serie de pasos
regulados por la TSI, que incluyen la captacion especifica de iodo desde el torrente sanguineo,
o influjo, y la liberacion hacia el coloide, o eflujo [11]. De esta forma, el parimetro definido
como captacion, resulta del balance entre ambos transportes intramembranosos. Por lo tanto
resultd necesario discernir cual de los dos mecanismos involucrados es susceptible a la accion
del NP. En la Figura 3.26, se representan los valores obtenidos al evaluar el eflujo de %3]
mediante el siguiente protocolo experimental: Tas células tratadas durante 72 hs con TSI (0.5

mU/ml) y 3 hs con NP (5 mM), fueron incubadas por dos horas en presencia del isétopo
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Figura 3.25: Electo de inhibidores de PKC sobre la accion del NP en la captacion de ioduro.
Células incubadas en presencia y en ausencia de TSH, [ueron tratadas por 3 hs con NP en
presencia de los inhibidores indicados. El agregado de los inhibidores se realizé 15 minutos
antes de iniciar el tratamiento son NP. La concentracion de inhibidores fue la siguiente: 100
pM de H7, 10 nM de staurosporina y 2.8 M de bisindolylmaleimide. La captacion de ioduro
sc determind segun se indica en la seccion Materiales y Métodos. Se representa la media 4
IS de 3-5 experimentos. A. Lfecto del 117 sobre la accion del NP, * p<0.001 versus ‘TSI,
** p<0.05 versus TSH. B. Efecto de la staurosporina (ST) sobre la accion del NP, * p<0.001
versus TSH, ** NS versus TSH+NP. C. Efecto del bisindolylmaleimide (BS) sobre la accion
del NP, * p<0.001 versus control, ** p<0.001 versus TSH. ANOVA, test de Tukey.
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Figima 3.26: Efecto del NP sobre la liberacion de ioduro. Células incubadas 72 hs en
presencia y en ausencia de TSH fueron tratadas con NP por 3 hs. La liberacién de ioduro de
las células se determino segiin se detalla en Materiales y Métodos. Se representa la media de
los valores de 1?31 remanente en las células, respecto al contenido de marca inicial.

radiactivo, posteriormente fueron lavadas rapidamente y sometidas a un cambio de medio
cada dos minutos. La radiactividad liberada se expresé como porcentaje de la marca captada
en el estado estacionario (o contenido inicial).

LLos resultados obtenidos indican que la liberacidon de iodo no se encuentra modificada por
el tratamiento crénico con TSH, ni por la presencia de NP luego de 3 hs de incubacion. Nilsson
y col [73], han sugerido que existen dos” mecanismos de induccién por TSI en la liberacion
de iodo en la tiroides. Por un lado, una modalidad ripida, que corresponde a la translocacion
del ioduro captado por la célula folicular hacia el coloide a través de la membrana apical. Por
otro lado, la estimulacion persistente con TSI induce una liberacion de iodo que de acuerdo
a estos autores, se relaciona con la pérdida de iodo del foliculo, probablemente desde los
reservorios coloidales a través de los intersticios del epitelio folicular. La modalidad rdpida
de la TSI para inducir el eflujo de ioduro, parece tener mayor importancia funcional. El
¢flujo de iodo tue estudiado en células tiroideas aisladas [75, 76], cultivos primarios [77],
células FRTI.-5 [312, 78, 79] y monocapas de células polarizadas de tiroides porcinas [73].
En todos estos estudios, se detectd un aumento de la liberacion de iodo a los pocos minutos
de iniciado el tratamiento con TSI Si bien en estudios realizados en glindulas tiroideas

enteras [83, 313], se observd un aumento en el eflujo de iodo radiactivo luego de varias horas
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de estimulacion con TSH, el mecanismo preciso y significado fisiologico de este [enomeno
ain no se ha dilucidado. Por lo tanto, Ia liberacion de iodo, modulada por la TSIH a corto
plazo, parece corresponder al mecanismo de eflujo de mayor significado fisiologico. Por otro
lado, existen evidencias que seiialan que el mecanismo de liberacion de iodo, esti mediado
por un aumento intracelular de calcio [314, 312]). Si'bien numerosas pruebas experimentales
indican que el GMPc regula los niveles de calcio en varios tipos celulares [315], en las
condiciones descriptas para esta serie de experimentos, el NP y el consecuente aumento en
las concentraciones intracelulares de GMPc, no producirian modilicaciones en los niveles
intracelulares de calcio capaces de aumentar la liberacion de iodo.

La ausencia de efecto sobre el eflujo de ioduro senala al mecanismo de entrada del
halogeno como el blanco mds probable de la accion del NP. Como se menciono anteriormente,
el transporte de iodo al interior del tirocito es dependiente de Nat y requiere la integridad
funcional de una ATPasa Nat/K* estimulable. Esta enzima, cotransporta el Nat y el 17
al interior,indicando una estrecha relacion entre la incorporacion de iodo y la actividad de
ATPasa. Por lo tanto, se considerd de interés evaluar la actividad de la AlPasa dependiente
de Nat/K*, en las mismas condiciones en las que se observo el electo inhibitorio del NP, en
la captacion de iodo inducido por la TSH. Para determinar la actividad de la enzima, se midio
liberacion de fGsforo radiactivo a partic de y32P-ATP en presencia y en ausencia de ouabaina.

Los resultados obtenidos se representan en la Figura 3.27. La TSH produjo un estimulo
significativo de la actividad de la enzima (155%) luego de 72 hs de tratamiento. EI NP inhibe
totalmente el efecto de la hormona. La Figura 3.28 representa los valores obtenidos en la
determinacion de la actividad de la enzima, luego de tratar a Iis células con el andlogo del
GMPc, 8Br-GMPc (100 M) durante 60 minutos. Se puede observar que el anidlogo reprodujo
el efecto del nitroprusiato, inhibiendo por completo la accion de la TSH sobre la enzima y
corroborando lo propuesto anteriormente en cuanto a que el efecto del NP estd mediado por
el sistema GC-GMPec.

LI efecto estimulatorio de la TSH sobre la ATPasa coincide con lo ya descripto por nuestro

taboratorio en cortes de tiroides bovinas [316], cn los que la TSH aumenta la aclividad de
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Figura 3.27: Efccto del NP sobre la actividad de la Nat/ Kt ATPasa. Células incubadas
con y sin TSH por 72 hs, fueron tratadas 3 hs con NP. La actividad de la enzima se ensayo
segin lo descripto en Materiales y Métodos. Se representa la media 3= ES de 6 experimentos
(n=7-12 por grupo), * p<0.01 vs control, ** p<0.01 vs TSII, ANOVA, test de Dunnet.
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Figara 3.28: Efecto del 8Br-GMPc sobre la actividad de la Nat/Kt ATPasa. Células pre-
viamentes incubadas con o sin TSI por 72 hs fueron tratadas con 100 ;M de 8Br-GMPc por
60 minutos. Se representa la media & ES de 6 experimentos (n= 7-12 por grupo), * p<0.01
versus control. ** p<0.01 versus TSI, ANOVA, test de Dunnet.
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la bomba luego de 30 minutos de tratamicinto con 10 mU/ml de la hormona. En cultivos
primarios de células de tiroides porcinas, la TSH produce un aumento de la actividad de la
Nat/K*+ ATPasa, luego de 24 horas de tratamiento [317]. Pressiey y col [318], demuestran
que en células FRTL-5, 10 mU/ml de tirotrofina, producen un incremento en la actividad de la
enzima, luego de 48 horas de tratamiento. Asimismo estos autores demuestran un incremento
en la sintesis del ARNm de las subunidades que constituyen esta proteina, ya evidente luego
de 6 horas de incubacion con la hormona.

Cambios en las concentraciones intracelulares de sodio, se encuentran estrechamente rela-
cionados con la regulacion a corto plazo de la actividad de la Na*t/ K+ AlPasa [319, 320, 321].
Sin embargo, puede descartarse, un efecto a este nivel como el responsable de la inhibicion
observada con el NP, dado que la actividad de la enzima, se determing “in vitro”, en condi-
ciones de sodio Optimas para su funcionamiento. Esto sugeriria una inhibicion directa sobre
la bomba. Existen varias evidencias experimentales que demuestran un electo inhibitorio del
NP sobre la Nat/ K* AlPasa [322, 323, 324], independiente de una posible alteracion en
las concentraciones de sodio intracelular, que involucra una proteina quinasa dependiente de
GMPc [322]. Es bien conocido, que el AMPc, diacilglicerol, y las hormonas que modulan los
niveles de proteina quinasas intracelulares, regulan la actividad de Ia bomba [325]. Aunque cl
mecanismo involucrado en la accion de la proteina quinasas A y C no esta atin bien definido,
existen numerosas evidencias que avalan la regulacion de la actividad de la ATPasa por estas
enzimas [326, 327, 328, 329, 325]. En consecuencia, y teniendo en cuenta la reversion del
electo del NP sobre la captacion de ioduro por inhibidores de la PKG, es posible sugerir un
rol de esta quinasa en la inhibicién de la actividad de la Nat/K+ ATPasa. Esta modulacion de
la enzima, podria producirse por una modificacion covalente de la estructura de la proteina a
través de su [osforilacion, o bien por la accion de otros efectores intermediarios como fosfo-
rilacion y consccuente inactivacion de fosfatasas responsables de la regulacion de la actividad
de 1a ATPasa. Del mismo modo que lo observado para la captacion de ioduro, el NP sélo
regula la enzima en células previamente tratadas cén TSII. Esto sugiere que probablemente

deba producirse un incremento en la actividad de la bomba para (ue esta sea sensible a {a
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Figura 3.29: Efecto del NP sobre la captacion de glucosa. Células incubadas con o sin
TSH (0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con S mM de NP por 3 hs. Transcurrido este
periodo, se determino la incorporacion de 2-deoxi-D- glucosa a las células segin lo descripto
en Materiales y Métodos. Se representa la media £ ES de 4 experimentos (n= 12 por grupo),™
p<0.01 versus control, ** p<0.01 versus TSI, ANOVA, test de Dunnet.

regulacion por nitroprusiato.

Con ¢l objeto de evaluar la especificidad del efecto del nitroprusiato sobre la captacion de
ioduro, se estudid su accién sobre otro sistema de transporte: la captacién de glucosa. Luego
de 3 horas de tratamiento con el compuesto nitrogenado, se determiné la incorporacion a la
célula de un anidlogo no metabolizable: la 2-deoxi-D-glucosa (DOG). Como se observa en la
Figura 3.29, la TSII produjo un aumento significativo (87%) de la incorporacion de glucosa
a las células. Sin embargo, a diferencia de lo descripto para la captacion de ioduro, el NP,
no varid significativamente la concentracion intracelular de DOG en las células previamente
tratadas con TSH, aunque produjo un marcado estimulo en las células en condiciones basales.

El anilisis 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 ¢l tratamiento con TSH o NP, no alterd la constante de afinidad
del transportador (Km= 1.2 mM), valor similar al informado por otros autores [330]. Por
lo tanto, el incremento producido por la TSI y el NP en la incorporacion de glucosa, fue
consecuencia de un aumento en la velocidad maxima del transportador.

Las evidencias experimentales mencionadas demuestran una modulacion positiva por parte
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Figura 3.30: Determinacion del efecto del NP sobre los pardimetros cinéticos del tanspoitador
de glucosa. Células previamente incubadas con o sin I'SH 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 minimos. Los valores de Km y Vmax se obtuvieron por anilisis de Lineweaver-
Burk. Cada punto representa Ia media £ ES de determinaciones por cuadruplicados. Otros
dos experimentos dieron constantes cinéticas esencialmente similares

de la TSH del transporte de glucosa en estas células. Este incremento en la incorporacion
de DOG, es producido aparentemente, por un aumento en el nimero de transportadores sin
variaciones en el Km. Varios autores demostraron que altas dosis de TSH pueden modular cl
transporte de glucosa en ldbulos y en cortes de tiroides bovinas [331, 332]. Filetti y col [330],
examinaron el efecto de la TSIH sobre el transporte de glucosa en una linea de tiroides de
ratas (FRTL-5), describiendo un incremento de la incorporacion del azucar por la hormona.
Por otro lado, encontraron que al igual que otras hormonas [333], la tirotrofina produce un
incremento en la captacion de glucosa, por variaciones en la Vmax , mas que un cambio en
el Km. [330].

El efecto estimulatorio del GMPc y sus andlogos sobre este parametro, ya fue descripto
por varios autores. Experimentos realizados por Keely y col, indican que la estimulacion
a-adrenérgica, incrementa los niveles de GMPc y estimula el transporte de glucosa [334].
Evidencias mas convincentes, sugieren que el nucleotido media la activacion de este pardametio

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 accion de la TSIT es especilico para la captacién de ioduro, 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 sefalar a la TSH como el principal
modulador de la funcién tiroidea. La interaccién de la tirotrofina con su receptor, estimula
practicamente todas las funciones diferenciadas de las células foliculares. Considerando que
en ausencia de este estimulo, el metabolismo tiroideo se reduce a una minima expresion,
podria entenderse a la TSH como una senal de todo o nada en la tiroides. Sin embargo,
los mecanismos modulatorios de la funcidn de cualquier sistema bioldgico, 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 funcion tiroidea, incluso
modificando la respuesta a la TSH. Esta compleja red de informacion, responde mads acaba-
damente a un modelo regulatorio capaz de lograr cambios adaptativos sutiles en respuesta a
distintos requerimientos homeostaticos.

Los resultados hasta aqui presentados, demuestran ta presencia de la guanilil ciclasa en la
glindula tiroides bovina y sugieren un rol trascendente del sistema NO — GC — GMPc en
la fisiologia tiroidea. En particular, se considera establecida la participacion de esta via en
la regulacion de la accion de la TSI en un paso limitante de la biosintesis de las hormonas
tiroideas: la captacion de ioduro. En la serie de experimentos descriptos, se utilizé como me-
dio de estimulacion de este sistema, una herramienta farmacoldgica bien fundamentada como
el nitroprusiato de sodio. Por lo tanto, resulta necesario especular sobre los posibles meca-
nismos fisioldgicos de estimulacion de estd via. Recientemente, se ha descripto la presencia
de los ARNm correspondientes a las tres isoformas de NOS en tiroides de ratas [265]. [stos
antecedentes sumados a los resultados obtenidos en la primera seccion de este trabajo, ponen
en evidencia la presencia de las dos principales enzimas de este sistema de transduccion de
senales en la glindula tiroides. Muy poco se sabe sobre los posibles activadores fisiologicos

del primer componente de esta via: la NOS. En este sentido, Esteves y col [97] han de-
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mostrado la modulacién 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 muscarinico [94, 93, 92, 289]. Estas evidencias
en conjunto podrian sugerir que la produccién de éxido nitrico en la tiroides es suceptible de
regulacién colinérgica. En células de tiroides caninas, existen evidencias de un aumento de
las concentraciones intracelulares de GMPc inducido por norepinefrina. Este efecto resultd
dependiente de la presencia de calcio extracelular [234], lo que podria estar vinculado a la
activacion de la NOS, que como ya se mencionara, es altamente dependiente de este catidn.
Por otro lado, en células de tiroides humanas, se ha demostrado que las citoquinas inducen la
expresion de NOS [266]. Los factores anteriormente mencionados, podrian modular la pro-
duccién de NO y consecuentemente activar la GC soluble. Dado su alto grado de difusidn, no
puede descartarse que el NO proveniente de otros tipos celulares como macréfagos y células
endoteliales pueda acceder facilmente al interior del tirocito y también activar la enzima.
Sin detrimento de la importancia de este sistema de senales en condiciones fisioldgicas, es
tentador especular sobre su participacion en situaciones patoldgicas.

La glindula 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 endocrinolégica. El
andlisis de la produccién intratiroidea de citoquinas en glandulas con patologias autoinmunes,
han demostrado la expresion de interferén 4, factor de necrosis tumoral, interleuquina 1 e
interleuquina 6 [341]. Como ya se mencionara, La induccién de la NOS por citoquinas, asi
como el aumento de la expresion de esta enzima durante el incremento de la vascularizacién
de la gldndula [265], sumado a la demostracién de que las patologias aludidas cursan con
disminucion de varias de las funciones diferenciadas de la tiroides, incluyendo la incorporacién
de ioduro [342, 343], abren la posibilidad de que el sistema de senales estudiado a lo largo
de este trabajo de tesis, se encuentre involucrado en el desarrollo de estas patologias.

Finalmente es importante senalar que estas consideraciones no atentan contra la idea

establecida del rol fundamental de la TSH en la fisiologia tiroidea. La identificacion de senales
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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 fisiologia y patologia tiroideas.
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Los resultados presentados en la seccion 1 de Resultados y Discusidn del presente trabajo,
demuestran la presencia de la enzima guanilato ciclasa en tiroides bovina. Los datos fucron
obtenidos usando tiroides frescas como modelo experimental, y las propiedades y pardmetros
descriptos, se determinaron con las enzimas sin purificar. De los resultados expuestos en esa

seccion se puede concluir:

1. 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 fraccion soluble es
del 79%, correspondiendo solo un 8% de ta actividad total a la enzima particulada. Sin
embargo, la actividad de esta altima es aumentada en un 350%, cuando es sometida a
tratamiento con "Iriton X-100, probablemente debido a su solubilizacion. 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.

2. La GC asociada a la fraccion particulada es extraida con mayor eficiencia por el trata-
miento con detergentes no ionicos, correlacionando este resultado con la estructura de

transmembrana descripta para la enzima.

3. Ambas enzimas pueden ser activadas por moduladores especificos: compuestos libe-
radores de Oxido nitrico como nitroprusiato de sodio para la GC soluble, y péptido

natriurético atrial para In GC particulada.

4. La enzima soluble presenta una cinética tipicamente michaeliana cuando se usa MnGTP
como sustrato, con un Km aproximado de 0,036 mM. Mientras que la GC particulada
presenta un comportamiento alostérico positivo , indicando que existe mas de un sitio
de union para cl sustrato. El valor aproximado el Sos es (.230 mM con un n aparente

de IIill de 1.9.

5. El manganeso es el cation “preferido” por ambas enzimas, no detectindose actividad
en ausencia del mismo. Los estudios cinéticos realizados en condiciones de exceso de
“ation, determinaron un comportamiento alostérico positivo para la enzima soluble y

.

una cinética michaeliana para la GC particulada.
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Conclusiones

6.

Bl Mg?* puede servir para los requerimiento de cationes metalicos por parte de la enzima
soluble, sin embargo, la actividad obtenida es 7 veces menor que la determinada en

presencia de Mn2+. No se detectd actividad de la enzima particulada en ninguna de las

concentraciones usadas.

El calcio en ausencia o en concentraciones 6ptimas de Mn?* no aumenta la actividad de
ninguna de las dos formas de GC. Con cantidades subdptimas de manganeso y a altas
concentraciones de calcio, se obtuvé un incremento significativo en la actividad de la

enzima soluble y una ligera pero significativa inhibicidn de la actividad de la enzima

particulada.

En la segunda seccion de Resultados y Discusion, se describe el efecto de un modulador

de la GC soluble el nitroprusiato de sodio, sobre un parimetro fundamental del metabolismo

tiroideo: la captacion de ioduro. Se caracterizd 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:

1.

2.

El NP actua sobre la 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 ¢l

estimulo observado en la actividad de la enzima.

En otra serie de experimentos, se estudio el efecto del NP sobre la captacién de ioduro.

Previamente se caracterizo el sistema en cuanto a los requerimientos de TSH para obtener

condiciones optimas de estimulo. De los experimentos realizados se puede concluir:

1.

2.

[La TSH produce una activacion de la captacion del halégeno que es tiempo y dosis

dependiente, obteniéndose el maximo estimulo luego de 72 horas de tratamiento.

El NP produce una inhibicion del efecto estimulatorio de la TSI sobre la captacion de

ioduro, no observandose efecto en las condiciones basales. Esta inhibicion es depen-

diente del tiempo y de la dosis.
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0.

9.

10.

El efecto del NP es revertido por hemoglobina reducida, que captura el NO, indicando

que se produce por la liberacion de oxido nitrico.

La inhibicion por el compuesto nitrogenado es revertida 24 horas después de lavar las
células ¢ incubarlas nuevamente con medio f{resco. Esto sutmado a una falta de electo

sobre los basales, descartan una inhibicion por toxicidad.

2l electo del NP es reproducida por andlogos del GMPe (8Br- GMPc), indicando que
estaria mediado por este nucleotido.

La inhibicion por el NP, también sc¢ produce cuando las células son tratadas con ac-
tivadores de la via AC-AMPc o intermediarios de esta, tales como la forskolina y el
But, AMPc, sugiriendo que la inhibicion se produce sobre un efecto de la TSH desen-

cadenado a través de este sistema de sefales.

EF compuesto nitrogenado no produce la inhibicion de la captacion de ioduro por una
dismiinucion de los niveles de AMPc, dado que el efecto persiste aun cuando las células
son estimuladas con But AMPc y no produce disminucion de los niveles del nucledtido.

Esto indica que el NP produce su cfecto actuando sobre un punto mds distal a la
[ormacion de AMPc.

El efecto del NP es revertido por un inhibidor de la quinasa dependiente de GMDc,
sugiricndo una intervencion de esta quinasa en la inhibicion observada.

El elccto del NP no es revertido por inhibidoies de la PKC, lo que sugicre que la
inhibicion observada no involucra la via de Lt proteina quinasa C.

El mecanismo por el cual el NP produce la inhibicion en la incorporacion del halogeno,
seria a través de la inhibicion de la actividad de la ATPasa Nat/K* dependiente, sin
alterar la salida del ioduro del interior del titocito.

Ll efecto inhibitorio del NP es especifico para la captacion de ioduro, dado que no pro-
duce los mismos efectos sobre otro transporte a través de membrana: la incorporacion

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 liberacion de éxido nitrico, activaria la via de la GC soluble-GMPc-PKG.
LLa activacion de este sistema de sefales, produciria como resultado final una inhibicion
en la captacién de ioduro por una disminucién de la actividad de la ATPasa Nat/K*

estimulable.
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total fueron tratadas por 20 minutos con las concentraciones de NP indicadas.
Se representa la media + ES de tres experimentos (n= 9 por grupo), * p<0.01

versus control, ANOVA, (est de Dunnet.

Efecto de diferentes concentraciones de nitroprusiato de sodio sobre la acti-
vidad de guanilil ciclasa en homogenato total de tirodes bovinas frescas. Se
determiné la actividad de guanilil ciclasa en homogenatos totales tratados por
20 minutos con NP en las concentraciones indicadas. Se representa la me-
dia £ ES de dos experimentos (n= 6 por punto), * p<0.001 versus control,

ANOVA test de Dunnel. . . . .
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3.11

3.12

3.13

3.14

3.15

Actividad de guanilil ciclasa en funcién de diferentes periodos de (ratamientos
con NP. La actividad ¢nzimatica fue ensayada segin lo descripto en la Figura
3.9. lLas células fueron tratadas por diferentes tiempos con 5 mM NP. Se
representa los porcentajes de estimulacion respecto del control £ ES de tres
experimentos (n= 9 por grupo), * p<0.01 versus control, ** p<0.05 versus

control, ANOVA, testde 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 segiin se detalla en la seccion Materiales y Métodos. Se representa
la media £ ES de cuatro experimentos (n= 12-15 por punto), p<0.01 versus

control para todos los tiempos fepresentados, ANOVA, test de Dunnet.

Curva dosis-respuesta del efecto de TSH sobre la captacion de '?°F en cultivos
primarios de tiroides bovinas. Las células fueron tratadas durante 72 hs, con
las dosis de TSH indicadas y luego se determind la incorporacién de 2°1 segiin
se describe en Materiales y Métodos. La marca captada se expresa en pmoles
de iodo/mg proteina. Se representa la media & ES de dos experimentos (n=8

por punto), * p<0.01, ** p<0.001 versus control, ANOVA, test de Tukey.

Variacion temporal de la accién de la TSH sobre la captacion de ioduro. Las
células fueron tratadas con 0.5 mU/m! de TSH por los tiempos indicados. La
captacién de '2%1 se realizé segiin se detalla en Materiales y Métodos. Se
representa la mediat ES de 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 accién de TSH en fa captacion
de ioduro. Células tratadas por 72 hs con (0.5 mU/ml de TSH fueron incubadas
con NP en las concentraciones indicadas y determinada la incorporacion de
1251 Los valores representan la media & ES de dos experimentos (n= 8 por

rupo), * p<0.05, ** p<0.001 versus TSH, ANOVA, test de Dunnet.
grug |
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3.16 Reveision del efecto inhibitorio del NP sobre la captacion de ioduro. Células

3.17

3.18

3.19

incubadas con TSI por 72 hs fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 bs.
Transcurrido esle periodo fueron lavadas dos veces con medio fresco y deter-
minada su capacidad de incorporar 28] luego de incubarlas con medio fresco
suplementado con 0.5 mU/ml de ‘TSIl por los tiempos indicados. Se repre-
senta la media £ ES de dos experimentos (n= 8-10 por grupo), * p< 0.00]

versus control, ** p< 0.001 versus TSH, ANOVA, test de Tukey.

Electo de la hemoglobina sobre fa accion del NP. Células incubadas con o
sin ‘I'SIT (0.5 mU/ml) por 72 hs fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 hs
cn presencia de 0.1 mM de hemoglobina reducida (1B). El agregado de la
hemoglobina se realizo 10 minutos antes de iniciar ¢l tratamiento con NP. La
incorporacion de 131 se determiud segin se detalla en Materiales y Métodos.
Se representa la media £ ES de dos experimentos (n= 8 por grupo), * p<0.01

versus control, ** p<0.05 versus TSI, ANOVA, test de Tukey. .

Efecto del 8Br-GMPc sobre la captacion de iodo. Células que permanecieron
72 hs, en presencia o en ausencia de TSH (0.5 mU/ml) fueron tratadas con 10
#M de 8Br-GMPc por 20 y 60 minutos. La captacion de iodo fue determinada
por la incorporacion de 231, Se representa la media £ ES de tres experimentos
(n= 6-9 por grupo), * p<0.01 versus control, ** p<0.01 versus TSH, ANOVA,

test de Dunnet. .

Efecto del NP sobre los niveles de GMPc en células tratadas con TSH. Células
previamente tratadas con 0.5 mU/ml de TSH por 72 hs, fueron incubadas con
5 mM de NP por los tiempos indicados. Los niveles del nucledtido fueron
determinados por RIA segin se detalla en la seccion Materiales y Métodos.
Se representa la media £ ES de cuatro experimentos (n= 12-15 por punto),
* p<0.01 versus control, * p<0.01 versus TSH, para 15, 30 y 60 minutos de

incubacion, ANOVA, test de Dunnel. .
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3.20

3.22

Efecto del NP sobre el estimulo de la forskolina en la captacion de ioduro. Las
células fueron tratadas durante 72 hs con 10 uM de forskolina (FK) y luego
sometidas a una incubacion con S mM de NP por 3 hs. La incorporacion de
125] fue determinada segin se describe en Materiales y Métodos. Se representa

la media £ ES de cuatro experimentos (n= 16 por grupo) * p<0.001 versus

control, ** p<0.005 versus forskolina, test t de Student. . . . . . . ... ...

Efecto del NP sobre los niveles de AMPc. Células incubadas con y sin TSI
(0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con S mM de NP durante los tiempos
indicados. Los niveles de AMPc fueron determinados por RIA segin se
describe en la seccion Materiales y Métodos. Se representa la media £ ES
de 4 experimentos (N= 16- 20 por grupo), NP: p<0.01 versus control para
15 y 30 minutos, TSH: p<0.01 versus control, TSH+NP: p<0.05 para 15 y
30 minutos versus TSH, TSH+NP p<0.01 para 5 minutos, p<0.05 para 60

minutos versus NP, testde Dunnet. . . . . . . . . . .. ... ... . .. ...

Efecto del NP sobre el estimulo del But,AMPe en la captacion de ioduro.
Células tratadas con ButyAMPc por 72 hs fueron incubadas con 5 mM NP
por 3 hs y posteriormente delerminada la incorporacién de '%°I. Se representa

la media £ ES de tres experimentos (n= 9 por grupo), * p<0.001 versus

control, ** p<0.002 versus But,AMPc, test t de Student. . . . . . .. .. ..

Efecto del KT5823 sobre la accién del NP en la captacio de ioduro. las
células previamente incubadas con o sin TSH por 72 hs, fueron tratadas con
5 mM de NP en presencia del inhibidor de la protein quinasa G (KT) 10 ¢M
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 £ ES
de tres experimentos (n= 9 por punto), * p<0.001 versus control, ** p<0.01]

versus TSH, *** p<0.01 versus TSH, t p<0.001 versus TSH+NP, ANOVA,

test de Tukey. . . .. ... e e e e e e e e e e



3.24

3.25

3.26

3.27

Efecto del PMA sobre la captacion de ioduro. Células incubadas con y sin
TSH por 72 hs fueron tratadas con 100 nM de PMA por 30 minutos. La
captacion de 1231 fue ensayada como se describe en Materiales y Métodos. Se

representa la media £ ES de (res experimentos (n= 9-12 por grupo), * p<0.01

versus TSI, ** p<0.001 versus TSI, ANOVA, test de Dunpet. . . . . . . ..

Efecto de inhibidores de PKC sobre la accion del NP en la captacion de
ioduro. Células incubadas en presencia y en ausencia de TSI, fueron tratacdas
por 3 hs con NP en presencia de los inhibidores indicados. El agregado de
los inhibidores se realizo 15 minutos antes de iniciar el tratamiento son NP.
La concentracion de inhibidores fue la siguiente: 100 M de H7, 10 nM de
staurosporina y 2.8 £M de bisindolylmaleimide. La captacion de ioduro se
determind segun se indica en la seccion Materiales y Métodos. Se representa
lIa media & ES de 3-5 experimentos. A. Efecto del 117 sobre la accion del NP,
* p<0.001 versus TSH, ** p<0.05 versus TSHL B. Elccto de la staurosporina
(ST) sobre la accion del NP, * p<0.001 versus I'SII, ** NS versus TSIT+NP.
C. Efecto del bisindolylmaleimide (BS) sobre la accion del NP, * p<0.001

versus control, ** p<0.001 versus TSI. ANOVA, test de Tukey. . . . . . ..

Efecto del NP sobre la liberacion de ioduro. Células incubadas 72 hs en
presencia y en ausencia de TSH fueron tratadas con NP por 3 hs. La liberacion
de ioduro de las células se determing segun se detalla en Materiales y Métodos.

Se representa la media de los valores de 1251 remanente en las células, respecto

al contenido de marca inicial. . . . . . . ... .

Efecto del NP sobre la actividad de la Nat/ Kt AlTPasa. Células incubadas
con y sin TSH por 72 hs, fueron tratadas 3 hs con NP. La actividad de la
enzima se ensayo segun lo descripto en Materiales y Métodos. Se representa
la media £ ES de 6 experimentos (n= 7-12 por grupo), * p<0.01 vs control,

** p<0.01 vs TSH, ANOVA, test de Dunnet.
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3.28

3.30

Efecto del 8Br-GMPc sobre la actividad de la Nat/Kt ATPasa. Células pre-
viamentes incubadas con o sin TSH por 72 hs fueron (ratadas con 100 M
de 8Br-GMPc por 60 minutos. Se representa la media + ES de 6 experimen-

tos (n= 7-12 por grupo), * p<0.01 versus control. ** p<0.01 versus TSH,

ANOVA, test de Dunnet. . . . . . . . . . . . e e e

Efecto del NP sobre la captacién de glucosa. Células incubadas con o sin TSH
(0.5 mU/ml) por 72 hs, fueron tratadas con 5 mM de NP por 3 hs. Transcurrido
este periodo, se determind la incorporacion de 2-deoxi-D- glucosa a las células
segiin lo descripto en Materiales y Métodos. Se representa la media + ES de
4 experimentos (n= 12 por grupo),* p<0.01 versus control, ** p<0.01 versus
TSH, ANOVA, test de Dunnet. . . .. .. ....... e e

Determinacion del efecto del NP sobre los pardmetros cinéticos del transpor-
tador de glucosa. Células previamente incubadas con o sin TSH por 72 hs
fueron tratadas con S mM de NP por 3 hs. Las pendientes y ordenadas al
origen se determinaron por el método de cuadrados minimos. Los valores
de Km y Vmax se obtuvieron por andlisis de Lineweaver-Burk. Cada punto
representa la media &£ ES de determinaciones por cuadruplicados. Otros dos

experimentos dieron constantes cinéticas esencialmente similares
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3.9 Efecto del PMA sobre los niveles de GMPc. Células llevadas a confluencia
total, fueron tratadas con PMA 100 nM por los tiempos indicados. Los niveles
de GMPc fueron determinados por RIA segun se detalla en Materiales y
Métodos. Los valores tabulados representa la media + S de 3 experimentos,

(n= 9-12 por punto), ningun valor fue significativamente diferente del control,






Lista de Abreviaturas

AC adenilil ciclasa

ActD actinomisina D

ADN acido desoxiribonucleico
ADNc ADN copia

AMPc adenosina monofosfato ciclico
ANP péptido natriurético atrial
ARN acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

ATP adenosina trifosfato

8Br-GMPc  8-bromo-GMPDPc¢
Bu,-AMPc  dibutiril AMPc¢

cpm cuentas por minuto

D dalton

DAG diacilglicerol

Drr diiodotirosina

DOG 2-deoxiglucosa

dpm desintegraciones por minuto
DTT ditiotreitol

LG factor de crecimiento epidérmico
FAD flavina adenina dinucledtido
IF'MN flavina mononucleotido



FGF
IFRTL-5
GC
GC-S
GMPc
GTP
IBMX
IGF
IP3
KD
Km

M
mCi
pCi
mg
Y
ml

it
mU
U
min.
MMI
MIT
nM
NO

factor de crecimiento de fibroblastos
Linea celular de tiroides de ratas Fisher
guanilil ciclasa

GC soluble

guanosina monofosfato ciclico
guanosina trifosfato

isobutil metil xantina

factor de crecimiento tipo insulina
inositol tritosfato

kilodalton

constante de Michaelis-Menten
molar

milimolar

micromolar

milicurie

microcurie

miligramo

microgramo

mililitro

microlitro

miliunidades

microunidades

minutos

metilmercapto imidazol
monoiodotirosina

nanomolar

oxido nitrico
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NOS  dxido nilrico sintasa

NP nitroprusiato de sodio

pb pares de bases

PBS bulfer fosfato salino

PCA  dcido percldrico

PDGF [actor de crecimiento derivado de plaquetas
PDL fosfodiesterasas

Pl fosfoinositidos

PKA  proteina quinasa A

PKC  proteina quinasa C

PKG  proteina quinasa G

PMA  forbol miristato acetato
RIA radioinmunoandlisis

rISH  receptor de TSH

SI'B sucro fetal bovino

T3 3,5,3’-trifodotironina

Td tetraiodotironina o tivoxina
TCA  dcido tricloroacético

Tg tiroglobulina

TPO  tiroperoxidasa

TSI tirotrofina

TRII factor de liberacion de TSH
U unidades

Vi velocidad mixima






