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| - GENERALIDADES.

Emith y &€mith en 1922, fueron quienes primeramente
demostraron que la actividad de la gl&ndula tiroidea dependia de
una hormona segregada por la hipéfisis. Estudiaron la funcién ti-
roidea en r*enacua}'os hipofisectomizados, y encontraron que la ac-
tividad de esta gldndula estaba muy disminuida tras la hipofisecto-
mfa, y se normalizaba o incluso se hipertrofiaba si inyectaban
extractos hipofisarios bovinos a los renacuajos., Este tratamiento
estimulaba al tiroides a segregar sus propias hormonas, lo que
‘se ponfa de manifiesto porque los renacuajos emprendian las dis-
tintas etapas de la metamorifosis. El hecho de que las hormonas
tiroideas acfivar*an el proceso de la metamorfosis habfa sido ante-
riormente descrito por Gudernatsch (1913). Posteriormente Smith
(1926) desarrollé una técnica para hipofisectomizar ratas y demos-
tré que los extractos del |6bulo anterior de la hipéfisis tenfan un
efecto estimulante sobre la gléndula tiroides, Desde entonces nume-
rosas observaciones han confirmado que el funcionamiento del tiroi-
des a nivel fisiolédgico depende del efecto estimulante de la tirotro-

pina (TSH) segregada por la hipéfisis.

A pesar de las dificultades experimentales para valorar
el contenido hormonal de fluidos biolégicos, algunos afios més tar-
de Aron y cols. (1931) pusieron de manifiesto que la falta de hor-
monas tiroideas estimulaba la secrecién de tirotropina, mientras que
un exceso producfa un efecto inhibidor sobre la secrecién de dicha
hormona hipofisaria. Fue entonces establecido que, en condiciones
fisiolégicas, la funcién de ambas glandulas estaban interrelacionadas

de tal manera que el nivel de cada una de ellas en plasma determi-



na la velocidad de secrecién de la otra. En tal sistema, una al-
teracién en el balance entre las cantidades de hormonas tiroideas
disponibles y los requerimientos del organismo, provoca una res-
puesta en la gléndula hipofisaria, que actuarfa para neutralizar el
efecto perturbador. Sobre todo en situaciones de ineficiencia tiroi-
dea, el tiroides seria intensamente estimulado por un aumento de
los niveles de TSH en plasma. El estudio de la respuesta tiroi-
dea a factores que actian sobre dicha glandula, dirigié la aten-
cién al estudio del aspecto homeoestatico del sistema que controla
la funcién tiroidea. En 1949, Hoskins formulé su hipétesis sobre
la existencia de un mecanismo de Yfeed-~back" negativo entre las
gldndulas tiroides e hipétisis. Enfatizé la naturaleza homeostética
del sistema que actuaba para mantener niveles estables de hormo-
nas tiroideas en plasma. Asi mismo, Hoskins manifesté que el
nivel en el que las hormonas tiroideas se establecfan dependia del
nivel funcional de la glandula hipofisaria, y que el estado hipofisa-
rio no era invariable, sino que probablemente estaba influenciado
por las condiciones ambientales,

En aquellos aflos, los trabajos de Green y Harris
(1947 y Harris, 1948) pusieron de manifiesto la importancia del
tallo hipofisario como enlace neurovascular entre la neurohipéfisis
y la adenohipéfisis, L-os trabajos de Harris demostraron la im-
portancia del enlace neurovascular en el funcionamiento de la ade-
nohipéfisis, hecho que estimulé el estudio de nuevas técnicas e
inici6 un amplio campo de investigacién sobre el control en la se-

crecién hipofisaria por el hipot&lamo,

E! estudio del control del hipotdlamo sobre el eje hipd-
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fisis-tiroides se fntensificé en el afio 1951 con los trabajos de
Greer (1951, 1954, 1956) quien produciendo lesiones en el hipo-
tdlamo de ratas, demostré una severa alteracién de la funcién
tirotrépica de la hipéfisis y consecuentemente de la glandula tiroci-
dea. L.os aflos siguientes son un tiempo de intensa investigacién
de la accién del sistema nervioso central y del hipotdlamo en par-
ticular sobre el control de la funcidén tiroidea., EI control del hi-
potdlamo sobre el sistema hipéfisis-tiroides es claro. Parece que
una de las acciones del hipotdlamo es alterar el nivel funcional
hipofisario, el cual determina a su vez el nivel a que es regula-

da la funcién tiroidea.

-Quedé pues establecida por Hoskins la existencia de un
servomecanismo hegativo en el sistema hipéfisis~tiroides., L-a tiro-
tropina no parece que juegue un papel esencial en el proceso por
el que el tiroides sintetiza y segrega sus propias hormonas., L.a
accién de la tirotropina es acelerar la velocidad de los procesos
que las células tiroideas son intrinsecamente capaz de realizar en
una situacién de "reposo" en donde no recibe ningdn estimulo de
la tirotropina hipofisaria, Su accién consiste en acelerar los pro-

cesos ya existentes,

L.as células tirotrépicas estén sujetas principalmente a
dos influencias que determinan el nivel a que estas células traba-
jan. Una es ejercida por el hipotdlamo, que llega al I6bulo ante-
rior de la hipéfisis a través del tallo hipofisario, y tiene un im-
portante efecto estimulador sobre las células tirotrépicas. Aungue
estas células pueden tener alguna capacidad intrinseca secretora

de tirotropina cuando est&n separadas del hipotdlamo, el nivel a
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que funcionan es mucho méas bajo que en el caso de que exista

dicha unién,

L.a segunda influencia que controla la actividad de las
células hipofisarias productoras de TSH, es la cantidad de hor-
monas tiroideas metabdblicamente activas. Esta accién es esbecffi—
ca de las hormonas tiroideas. Ninguna otra hormona a nivel fisio-
I6gico tiene algdn efecto; esto al menos parece ser cierto en ra-
tas. Efectos inhibidores de los adreno—c/orﬁcoides sobre la secre-
cién de tirotropina, se han observado con dosis muy altas de es-
tas hormonas, muy por encima de sus niveles fisiolégicos (Pur-

ves, 1964, a).

A continuacién vamos a considerar la biosintesis de
las hormonas tiroideas, representada en la Figv. 1, y la accién
inhibidora de algunos antitiroideos sobre ella, L.a etapa inicial de
la sintesis de las hormonas tiroideas es la acumulacién del iodo
por el tiroides. La concentracién del iodo por el tiroides no es
especifico de este érgano. Las gldndulas salivares y la saliva,
las gl&ndulas mamarias y la leche, la secrecién estomacal y el
intestino delgado, la placenta y la piel son sitios donde se encuen-
tra acumulacién de iodo. Sin embargo, es muy diferente el pro-
ceso de concentracién del ioduro por el tiroides o por los otros
tejidos (Halmi y cols., 1956; Halmi, 1961; Brown-Grant, 1961).
Anaerobiosis (Schachner y cols., 1944), baja temperatura (Slin-
gerland, 1955), y agentes como el 2-4-dinitrofenol que desacopla
la oxidacién fosforilativa, inhiben la concentracién del iodo por el
tiroides, lo que sugiere que este proceso requiere energia (Frein-

ke! e Ingbar, 1955), l_a concentracién de ioduro por el tiroides
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es inhibida por iénes monovalentes como el SCN~ o el CIO4-
(Wolman, 1956; Wyngaarden y cols., 1952), Esta inhibicién pro-
bablemente ocurre porque estos aniones, al tener una sola car-
ga negativa y un volumen molecular similar al del ion ioduro, com-

piten con él a nivel de membrana, sitio esencial para el trans-

porte de ioduro (Anbar y cols., 1959, a).

L_a segunda etapa de la biosintesis de las hormonas
tiroideas es la iodacién de los grupos tirosilicos de la tiroglobuli-
na. Estd en discusién si esto ocurre en la célula o en el coloi-
~de, pero hay més evidencia de que ello ocurre a nivel de las
microvellosidades del borde apical de las células (Pastan, 1963,
Tong y colé., 1962)., Es generalmente aceptado que, antes del
proceso de iodacién, el ioduro debe ser oxidado al estado de |
(ion iodinium), Esta oxidacién es realizada por una peroxidasa
(Astwood, 1943), la cual requiere para su accién una fuente
generadora de HZOZ' El IL asi formado sustituye a los iones hi-
drégenos en posicién orto respecto a la funcibén fenélica de los re-
siduos tirosilicos existentes en la tiroglobulina., Ciertas sustancias
se comparten como antitiroideos por impedir o disminuir esta reac-

cién de iodacién, Dos grandes grupos pueden considerarse a este

respecto, las tiocarbamidas y las sulfonamidas,

L.as tiocarbamidas, con la tiourea como prototipo, tie-
ne gran efecto antitiroideo por interferir con la iodacién de los ra-
dicales tirosilicos. Segdn Pitt-Rivers (1960), las tiocarbamidas
impiden la iodacién de los radicales tirosilicos por su accién re-
ductora, manteniendo el jodo en forma de I”. Tanto el metabolis-

mo de carbohidratos, coimo el de lipidos y proteinas, y la sinte-



sis de &cidos nucléicos no estan interferidos por la accién de las
tiocarbamidas. Astwood (1943) en un estudio de accién de dro-
gas antitiroideas, presenté evidencias que apoyan que las tiocar-

bamidas actdan por inhibir la accién de la peroxidasa tiroidea.

Experimentos in vivo (McKenzie, 1947) e in vitro
(Schaner y cols,, 1944) con sulfonamidas, con la sulfoguanidi-
na como prototipo, han demostrado que estas drogas inhiben la
iodacién de los radicales tirosilicos, pero no alteran la concen-
tracién de ioduro por el tiroides, Fawcett y Kirkwood (1953)
postularon que estos compuestos inhiben la funcién tiroidea por
formar compuestos moleculares con la forma activa del iodo,den-
tro del tejido tiroideo, También se ha sugerido que estos com-
puestos actdan como antitiroideos por inhibir la acciédn de la pe-
roxidasa tiroidea (Rosenberg, 1953). EI tiocianato es el Unico
anién, que no sélo inhibe el transporte del ioduro, sino que a

grandes dosis inhibe la iodacién (Wolif y cols., 1946).

L_a tercera etapa de la biosintesis de las hormonas ti-
roideas es:»'. el acoplamiento de las tirosinas iodadas para dar lugar
a la formacién de las iodotironinas: triiodotironina (T3) y tetrajo-
dotironina (T4). El mecanismo exacto de la unién de iodotirosinas
para dar lugar a la formacién de iodotironinas es oscuro, E| pa-
so posterior es la hidrolisis de la tiroglobulina, por el cual que-

dan en libertad las hormonas tiroideas para ser segregadas,

E stas sustancias que deprimen o inhiben la biosintesis
de las hormonas tiroideas en algunas de sus etapas, son los lla-

mados antitircideos,
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L_os éntitiroideos son sustancias que por interferir en
la biosintesis de hormonas tiroideas producen bocio. Como conse-
cuencia de su accién, los niveles de hormonas tiroideas en plas-
ma son bajos; disminuye asi el freno que impide que la hipéfisis
responda plenamente a la estimulacién hipotal&mica, aumentando
la secrecién de TSH, Este aumento de los niveles en plasma de
TSH estimula a su vez al tiroides a crecer en un intento de ser
més eficiente, Si el compuesto antitiroideo tiene poca actividad o
su accién es relativamente corta, el incremento compensativo en
el tamaino y en la funcién del tiroides pueden ser suficientes para
subsanar el efecto del antitiroideo, y mantener al organismo con
cantidades normales de tiroxina. Este caso daria como resultado
la producci&n de bocio, pero el animal seria eutiroideo. Mas, si
la sustancia antitiroidea se adminisira en cantidad suficientemente
grande o por largo tiempo, como para bloquear pré&cticamente la
sintesis de las hormonas tiroideas, no le es posible al tiroides pro-
ducir cantidad suficiente de hormonas en respuesta al vigoroso es-
timulo que recibe de los altos niveles de TSH, En este caso el
tiroides aumenta de tamafio y el animal desarrolla bocio, siendo

hipotiroideo,
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Il - ANTECEDENTES DIRECTAMENTE RELACIONADOS CON
LA PRESENTE TESIS,

Si se consigue producir un hipotiroidismo inténso en
un animal joven mediante el uso de antitiroideos, se observa que
el tiroides se hipertrofia, LLa ausencia de las hormonas tiroideas
eh plasma ocasiona drésticos cambios en la hipébfisis de dichos
animales. Evans y cols, (1964) y Contopoulos y cols, (1963)
han demostrado mediante estudios de la citologia adenchipofisaria
y por ensayos biolégicos de las diferentes hormonas adenohipofi-
sarias, que en animales desprovistos de hormonas tiroideas, bien
por tiroidectomfa quirdrgica o por tratamiento con bociégenos, la
falta de crecimiento y la falta de maduracién de las gbénadas y de
la corteza suprarrenal son atribuibles a una falta de la funcién de
la hipéfisis anterior., En las hipéfisis de estos animales los niveles
de hermona de crecimiento (GH), corticotropina ( Cﬂ,x%

-~

dotropinas (FSH y ICSH) y tirotropina (TSH)'sr‘én:f;“

Los niveles de GH, ACTH y gonadotropinas en p!a'g,»

mismo exiremadamente bajos, mientras que los de EX

como era de esperar por la ausencia de hormonas tiroideas que
habitualmente ejercen un freno sobre la secreciédn de dicha hormo-
na hipofisaria. En términos generales puede decirse que un animal
intensamente deprivado de horrmonas tiroideas desde muy joven es
comparable a un animal Y“adenohipofisectomizado", excepto por el

hecho de que los niveles de TSH en plasma son muy altos.

El grupo de Griesbach y Purves (1946) ha visto que
las alteraciones de las acidéiilas adenohipofisarias productoras de .

GH, observadas en ratas tiroidectomizadas, se regulan con dosis



de T4 mucho mdés pedquefias que las necesarias para normalizar
las baséfilas productoras de TSH, Evans y cols. (1964, 1960)
demostraron que esta normalizacién de las acidéfilas va acompa-
nada de la regularizacién en el crecimiento del animal, Es im-

portante sefialar que las dosis minimas de T, necesarias para

4
normalizar el crecimiento son muy inferiores a las que habitual-
mente sé consideran como "dosis de sustitucién", es decir, aque-
llas que regulan el metabolismo basal o deprimen los altos nive-
les de TSH en plasma del animal hipotiroideo hasta valores nor-

males., Con dosis de 0,05 yg de T, por dia, una rata tiroidecto-

4
mizada puede crecer casi normalmente, normalizidndose el ndme-
ro de acidéfilas de su adenohipéfisis., Mientras que hacen falta do-
sis unas 20 6 30 veces superiores, aproximadamente de 1,7 jxg/
/100 g de peso por dia para dque estos animales tengan unos ni-
veles de TSH y un metabolismo oxidativo normales. l-as cantida-
des de T4 necesarias para que puedan normalizarse las gbénadas
y la corteza suprarrenal son aun més bajas. L.a corteza supra-
rrenal de las ratas tiroidectomizadas muestran una notable sensi-
bilidad a las hormonas tiréideas, advirtiéndose a dosis tan bajas
como 0,01 yg/lOO g de peso por dia, dosis que no influencian a
ningtino de las otras gléndulas "diana" estudiadas (Evans y cols.,
1964), Estos datos ponen claramente de manifiesto, no sélo que
la hipéfisis puede considerarse como un tejido "diana"‘ de las hor-

monas tiroideas, sino que es ademé&s el de mayor sensibilidad ac-

tualmente concido.

Si cantidades tan peguefias de hormonas tiroideas son
suficientes para normalizar la adenohipéfisis, se comprende que

la interrupcién del crecimienio y el desarrollc de las génadas vy
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corteza suprarrenal sbélo puedan ponerse de manifiesto en anima-

les intensamente deprivados de dichas hormonas,

Todos estos hechos ponen de manifiesto cémo la caren-
cla de una hormona afecta el contenido y la accién de otras hor-
monas., Muchos son los ejemplos que encontramos en la literatura
de este hecho. Asi por ejemplo, se ha visto que la administracién
de TSH a animales hipofisectomizados tiene muy poca accién sobre
algunos parémetros de la funcién tiroidea (Alexander y Wolff, 1966},
lo cual sin duda podria deberse a que en ausencia de otras hormo-
nas hipofisarias o de hormonas producidas por gldndulas dependien-
te de la hipéfisis, el tiroides no puede responder plenamente al es-

timulo del TSH exbgeno.

Numerosas veces se ha sugerido que la hipé6fisis ante-
rior segrega mé&s de una hormona(s) o factor(es) relacionados
con la funcién tiroidea (Greer, 1952; Dobyns y Steelman, 1952;
L-evit, 1953). EIl grupo de Evans (1958) ha demostrado que la
hormona de crecimiento intensifica la accién de la tirotropina sobre
la calorigénesis en ratas hipofisectomizadas, y un mayor estimulo

se obtiene si junto con TSH y GH se administran corticoides,

Es claro, que no es posible llegar al conocimiento pro-
fundo de cualquier accién hormonal sin tener en cuenta la accién
de otras hormonas, idea resumida por Houssay (1955) en la si-
guiente frase: YEn el estudio de la accién de una hormona debe
tenerse en cucnta el balance e interrelacién de otras hormonas,
No es posible el estudio de una de ellas por separado. Lo que

conslituye sin duda uno de los aspectos mas importantes diffci-
Y ! p



les de la Endocrinologia",

Desde muy antiguo se consideraba que en aquellas si-
tuaciones donde los niveles de TSH en plasma estaban elevados
por la administracién de un antitiroideo, existia una correlacién
entre estos y el tamafio del bocio producido. Este concepto cla-
sico estaba tan firmemente establecido, que en los antiguos traba-
jos, se tomaba como medida de los niveles de TSH en plasma
el tamano del bocio desarrolliado., Sin embargo, cuando estos ni-
veles han podido ser medidos bien por bioensayo o actualmente
por radioinmunoensayo, cada vez han ido apareciendo en la lite-
ratura mais casos en donhde no se encuentra correlaciéon entre

estos dos parémetros,

Asi, Sellers y Schénbaum (1962, 1965) observarcn
en ratas tratadas con antitiroideos que el bocio desarrollado era

mucho mayor, si junto con el antitiroideo administraban dosis muy

pequefas de T 6 o T_. Esta observacién fue interpretada como prue-

4 3
ba de que la administracién a animales hipotiroideos de dosis pe-

quenfias de hormonas tiroideas, aumentaba sus elevados niveles de
TSH en plasma. Podria parecer que esta interpretacién va en
contra de lo que se deduciria a partir de la teoria clésica, segin
la cual hay uin servomecanismo negativo (feed-back), que regula

la secrecién de TSH por la hipdfisis y de la "l'4 y 'T'3 por el ti-
roides, Pero en realidad no es asi, y para comprenderio mejor
resulta Gti! considerar el esquema representado en la Fig. 2, pro-
puesto por Purves (1964), en su revisién sobre las interrelaciones
que se supone existen entre las secreciones de TSH y las hormo-

nas del tiroides. £e ha asignado un valor unidad arbitrario a la

. T S ———T——
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cantidad de 'I'4 y T3 asequible al organismo en condiciones fisiol6-
gicas normales y a la velocidad de secrecién de TSH que le co-
rresponde, Se indica, cdmo muy pequefias variaciones en la can-
tidad de hormonas tiroideas asequibles al organismo van acompa-
fladas de cambios muy intensos en la secrecién de TSH. Un au-
mento de T4 de aproximadamente el 5 % por encima delrvalor uni-
dad, da lugar a la supresién total de la secrecién de TSH, Asi-
mismo, basta una disminucién de T4 del mismo orden, para des-
encadenar un brusco aumento de la secrecién de TSH., Estas re-
laciones inversas entre las hormonas tiroideas y el TSH existente
alrededor de las concentraciones fisiolégicas, representadas esque-
méticamente en la Fig. 2, estdn ampliamente documentadas por valo-
raciones directas de las concentraciones circulantes de ambas hor-
monas., Parece que disminuciones o aumentos en las cantidades de
'l"4 asequibles al organismo ya no van acompanadas de cambios de
mucha mayor intensidad que los producidos por variaciones relati-

vamente pequenas por debajo o por encima de las cantidades fisio-

légicas.

Este esquema destaca que el servomecanismo o "feed-
-back"®¥ negativo entre las hormonas tiroideas y el TSH funciona
para asegurar niveles normales de estas hormonas. Pero no debe
extrapolarse a situaciones muy alejadas de las fisiolégicas. Asi
por ejemplo, ﬁo se sabe lo que ocurre con la secrecién de TSH
en aquellas zonas de concentracién de T4 en la que se va llegan-
do a la deficiencia absoluta de las hor‘mc;nas tiroideas, (zona entre
el eje de ordenadas y la linea B), Por esto en el esquema est&
incluida la linea de trazo interrumpido; que refleja la creencia, bas-

tante generalizada, de que la secrecién de TSH en animales inten-
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E squematizacién de las interrelaciones entre las hormonas
tiroideas y el TSH, Modificacién del esquema de Purves
(1964). LLa curva de trazo continuado representa la respues-
ta de la hipéfisis a cambios en las cantidades de hormonas

asequibles al org anismo.
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samente hipotirofdeos no llega a ser tan elevada como en los ani-

males en los que no hay una deficiencia tan aguda. O sea, que

la adenohipéfisis del animal intensamente hipotiroideo, deprivado de
hormonas tiroideas, no llega a sintetizar suficiente TSH para po-

der mantener una velocidad méxima de secreciédn de esta hormona.
De acuerdo con esta hipétesis la deficiencia de hormonas tiroideas
no sélo afectaria a hormonas adenohipofisarias como GH, ACTH

y gonadotropinas, sino a las células productoras de TSH,

lL_a idea de que los niveles de TSH circulante aumentan
en animales intensamente hipotiroideos cuando se administra peque-
flas cantidades de T4, no se derivan de la medida directa de es-
ta hormona en plasma, sino que se extrapolé a partir de las varia-
ciones observadas en el tamafo del bocio, usando ratas en las que
el hipotiroidismo se inducia con antitiroideos, En el dnico caso
(Contopoulos y Konefi, 1963) en el que se realizaron medidas de
TSH en plasma de animales tiroidectomizados, antes y después

de administrarles pequefias dosis de T no se encontraron aumen-

4
to en los niveles de TSH, aunque este tratamienfo si habfa aumen--
tado los niveles de GH y gonadotropinas en plasma e hipéfisis.Aho~
ra bien, como utilizaron ratas tiroidectomizadas, no pudieron obser-
var si en sus experimentios la administracién de T4 hubiese dado

lugar a un aumento del tamafo del bocio, como ocurria en los de

Sellers y Schénbaum (1962, 1965).

Otra posible explicacién de los resultados de Sellers y
Schonbaum, serfa que el tiroides de los animales que reciben pe-

quenas dosis de T, es més grande que el de los animales intensa-

4
mente hipotiroideos, porque en los primeros se han normalizado
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los niveles de otfas hormonas de la adenohipéfisis, y como conse-
cuencia, los de las hormonas producidas por glédndulas dependien-
tes de ella., Esta normalizacién contribuirfa a que el tiroides pueda
responder mejor al estimulo producido por los altos niveles de
TSH. En otras palabras, si el hipotiroidismo se hace tan intenso
que disminuyen o se anulan la mayor parte de las funciones de la
adenohipéfisis, y como consecuencia de ello, las de las gléandulas
endocrinas dependientes de ella, el tiroides no puede crecer al méxi-
mo posible en respuesta al gran estimulo que recibe de los alios ni-
veles de TSH. Esta idea estd resumida en la Fig. 3. L.a posibilidad
I recoge en esquema la idea de que el aumento de bocio en anima-
les tratados con dosis pequefas de T4 se debe a un aumento de
TSH, L.a posibilidad Il recoge la idea de que los niveles de TSH
son los mismos, pero se normaliza un factor X, que actia sinér-

gicamente con el TSH,

Escobar del Rey y cols. (1968) trabajando con ratas
intensamente hipotiroideas comprobaron que al cabo de 20 dias de
iniciado el tratamiento se producia, junto con la pér‘ada del creci-
miento corporal, una desaparicién del contenido de GH en hipéfisis,
puesto de manifiesto por electroforesis en gel de poliacr‘ilamida. Es-
te hipotiroidismo intenso lo consiguieron sometiendo a las ratas des-
de el destete a una dieta pobre en iodo, exenta de proteinas ani-
males, y traténdolas con CIO4K. Este compuesto actia como an-
titiroideo por impedir la entrada de iodo en el tiroides, y como con-

secuencia, se dificulta la sintesis de T ,6 y T3. Asimismo, compro-

4
baron que en estos animales tan deprivados de hormonas tiroideas,
los niveles de insulina, valorados por radioinmunoensayo, eran ba-

jos. Si a estos animales se les inyectaba a diario pequefias dosis
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Figura n2 3.

Resumen de los efectos de pequenas dosis (0,1—0,2 lg/
/100 g) de T, y dosis de "sustitucién" (1,5-1,7 Jo 100g)
en animales intensamente hipotiroideos, resaltando su ac-
cién sobre el peso del tiroides, Para explicar estos cam-
bios se propone: 12 L.os cambios en el peso del tiroides
se deben a variaciones en los niveles de TS H circulante
y 22 l|la respuesta ponderal del tiroides a los niveles de
TEH requiere niveles normales de un Factor X,



28

de T4, volvian a crecer y reaparecia la banda correspondiente
a la GH en los extractos hipofisarios, a la vez que se normali-
zaban los niveles de insulina., Junto a estas variaciones se obser-
vé que sus tiroides aumentaron de tamafio. Por ensayo biolégico
de los niveles de TSH en el plasma de estos animales, vieron
que dicho aumento del peso del tiroides tenfa lugar sin que se

detectara un aumento en los ya elevados niveles de TSH,

Por lo tanto hay prueba experimental de que al menos
dos hormonas de importante papel en la sintesis de proteinas (GH
e insulina) se normalizaban cuando se trataron ratas intensamente

hipotiroideas con dosis muy pequefias de T En estas condicio-

4.
nes el tiroides crece méas, fenémeno que requiere una intensa sin-
tesis de proteinas. Ademdas, este crecimiento ocurrié sin que se
detectaran aumentos en los niveles de TSH circulante, hecho de

la méxima importancia.

Alexander y Wolff (1966) estudiando la produccién de
bocio por distintos antitiroideos, pusieron de manifiesto una vez
més que, en algunas situaciones experimentales, no existia corre-
lacién entre el tamafio del bocio producido y los niveles de TSH
en plasma, Alimentando ratas jévenes con una dieta de bajo con-
tenido en iodo, suplementada con diversos antitiroideos, bien unc
a uno, bien mezclados, encontraron que los animales desarrolla-
ban bocios de diferentes tamafios segin la droga o mezclas de
drogas usadas., A pesar de las diferencias en el tamar’jo_del bo-
los distintos parémetros de la funcién tiroidea que midieron,

P! 27

cio,

contenido de iodo en tiroides, niveles de TSH en plasma,

13 .es . .
captacién de | 1 por el tiroides y organificacién, estaban igualmen-
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te alterados, Eéto demostraba que en los distintos grupos de ra-
tas tratadas con los diferentes bociégenos empleados, la sintesis
de hormonas tiroideas habfa sido igual e intensamente inhibida, y
que los distintos grupos de animales presentaban un hipotiroidismo
de grado muy semejante, Vieron que la administracién de drogas
bociogénicas como el PTU o el SCNK daban lugar a bocios de
mucho mayor tamafio que los inducidos por drogas como el CIO K

4
o el ReO K., Aun maés dificil de explicar mediante los conceptos

4

cldsicos sobre la relacién entre los niveles de TSH circulante y

el tamafo del bocio, era la observacién de que ratas tratadas con
ambos tipos de drogas, como PTU CIO4K, el bocio era de ta-
mafio intermedio al producido por los dos tratamientos aislados. En
estos animales era de suponer que el hipotiroidismo fuese més in-
tenso que en las ratas tratadas con una séla droga, puesto que la
sintesis de hormonas tiroideas guedaba bloqueada por dos mecanis-~
mos distintos. Efectivémente, el nivel de TSH en plasma era algo
mdas alto que en el caso del tratamiento con cada una de las drogas
por separado., A pesar de ello, el bocio inducide por PTU 1 CIO4K
o PTU ¢ ReO4K, era més pequefio que el obtenido con PTU s6- °
lo., Estas observaciones estdn esquematizadas en la Fig. 4. Dos
posibles explicaciones cabfan para los resultados de estos autores.
En primer lugar, la posibilidad de que los niveles de TSH circu-
lantes hubiesen sido mdas elevados en los animales a PTU o SCNK
que en los animales a 0104K o ReO4K durante parte del periodo
de tratamiento anterior a los 19 dias, Gnico momento en que Ale-~
xander y Wolff habfan medido esta hormona. lL.a segunda posibili-
dad podria ser que los animales tratados con PTU o SCNK, que

desarrollan bocios grandes, mantuvieran alguna (s) hormona (s)

o factor (es) hipofisario, o hormonas producidas por glandulas de-
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Representacién esquemética de las observaciones de Alexan-
der y Wolff (1966),
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pendientes de la hipéfisis (hipotético factor X de la Fig. 3) en

niveles méas altos que en los animales a CIO K o F-'s’eO4K, que
~ 4

desarrollan bocios pequefios, permitiendo un mayor desarrollo

del tiroides en presencia de niveles de TSH igualmente altos,

Jolin y cols. (1968) investigaron la primera de estas
dos posibilidades. Encontraron que los niveles de TSH eran igual-
mente altos en todos los tiempos comprendidos entre 6 y 24 dias
de tratamiento, y que en todos estos intervalos, los grupos de ra-
tas que recibian las dos drogas, tenfan los niveles de TSH més
altos que los sometidos a cada una de las drogas por separado,

a pesar de lo cual el tamafio del bocio era intermedio. Estos re-
sultados se resumen en la Fig. 5. En ella se pone de manifiesto
que los animales a PTU desarrollan bocios mayores ‘que los de
los animales a PTU 1 CIO4K. Al estudiar los niveles de insulina
en plasma de estas ratas, encontraron que los animales a PTU
mantenian niveles significativamente més altos que los animales a
CIO4K o PTU L CIO4K. Asimismo, demostraron que exisiia una
correlacién positiva-entr‘evel peso del tiroides y los niveles de in-

sulina en plasma.

A partir de estos hallazgos sobre los niveles de insuli-
na de ratas tratadas con estas drogas bociégenas, fue necesario
aclarar: 12,- Si los niveles bajos de insulina encontrados en ratas.
a ClOaK o ReO4K eran debidos al hipotiroidismo en si, o al modo
de producirlos,y 22.- si los niveles altos de insulina en plasma de
los animales tratados a PTU éran igualnﬁente debidos al hipotiroidis-

mo o a la administracién de esta droga.
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Resumen de los hallazgos de Jolin y cols. (1968) que
indican que para un mismo valor de TSH en plasma,
las ratas a PTU tienen bocios mayores que los anima-
les a CIO/K o PTU 1 CIO4K, tanto a los 6 como a los
19 y 24 dias de tratamiento con estos bociégenos.



Para aclarar estos puntos estudiaron los niveles de in-
sulina en plasma de animales con un hipotiroidismo “puro", o sea,
en animales tiroidectomizados (Jolin y cols., 1970). Encontraron
que los animales tiroidectomizados mantenian niveles de insulina
en plasma muy bajos, lo que se ponia de manifiesto a partir de
los 12 dias de la estirpacién del tiroides., Por el contrario, en
ratas normales en fase de crecimiento habfa una correlacién posi-
tiva entre los niveles de insulina circulantes y el peso corporal de
los animales, l_a administracién de pequefias dosis de T4 a ratas
firoidectomizadas aumentaron sus niveles de insulina hasta los valo-
res encontrados en animales normales (Fig. 6). Con estas dosis
de '!'4 se reinicié el crecimiento de los animales, inhibido anterior-
mente por la tiroidectomia. A la vez aumentaba claramente el con-
tenido de GH de sus hipé6fisis, hormona que en el animal tiroidec-

tomizado habfa desaparecido totalmente,

l_a administracién de drogas como CIO4K o ReO4K da-
ba lugar a niveles de insulina en plasma muy parecidos a los en-
contrados en ratas tiroidectomizadas, y més bajos que los de ani-
males controles de la misma edad. Por el contrario, los animales
tratados con PTU o SCNK mantenian niveles de insulina en plas-
ma altos. En algunos casos como, por ejemplo, tras corto tiempo
de tratamiento, estos niveles eran incluso méas altos que los de ra-
tas controles de la misma edad. Al aumentar el tiempo de tratamien-
to con estas drogas, los animales presentaban niveles de insulina
mé&s bajos que sus controles, debido sin duda a que, al aumentar
el grado de hipotiroidismo, éste afectaba el mecanismo por el cual

el PTU producia niveles de insulina altos,
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Peso corporal y niveles de insulina en ratas controles
(C), tiroidectomizadas (T) y tiroidectomizadas tratadas
con 0,2 yg de L.—T4/100 g/rata/dia (T + Tg4) durante
12 dfas, después de 10 horas de ayuno y 1/2 hora de
inyectadas con L.-T,. Los animales se tiroidectomizaron
35 dfas antes de iniciar el tratamiento con Ty, y estu-
vieron sometidos a una dieta pobre en jado (T), o su-
plementada con iodo (Controles), L os datos presentados
son medias + 0SS de ratas/grupo.
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Evaluando estadisticamente el conjunto de los datos ob-
tenidos en animales tratados con diversas drogas bociégenas duran-
te més de 12 dias, estos autores encontraron que habia una corre-
lacién altamente significativa entre el peso del tiroides y el nivel de
insulina en plasma, tanto si consideraban los valores del peso del

tiroides en mg como silo referfan a 100 g de peso corporal (r =

= 0,5, p< 0,001l y r=0,46, p< 0,001, respectivamente).

Si la insulina estaba implicada en el mecanismo por el
que drogas como el PTU y el SCNK producen grandes bocios,
inyectando insulina a animales sometidos a aquellas drogas que pro-
ducen bocios pequefios, deberia afectar el tamafio del tiroides, au-
mentandolo. Efectivamente, inyectando 0,2 U de insulina/rata/dia
a ratas iratadas con PTU 1 CIOAK, se produjo un aumento signi-
ficativo en el peso del tiroides con respecto a los animales tratados
s6lo a PTU ClO4K; y este efecto se producia sin inducir cam-
bios en los niveles de TSH circulantes. Esta accién de la insulina
se modificaba por el grado de hipotiroidismo de los animales. Asi,
en ratas ligeramente hipotiroideas, con un contenido de GH en hi-
péfisis del 80 % del de sus controles en el momento de iniciar la
administracién de insulina, ésta indujo un aumento significativo en el
peso del tiroides, En animales medianamente hipotiroideos, cuyo
contenido de hormonas de crecimiento en hipdfisis en el momento de
iniciar el tratamiento con insulina, era sélo del 30 % del valor de
sus controles, el efecto de este tratamiento no fue tan intenso como
en el caso anterior, aunque significativo. Animales tratados con an-
titiroideos durante 20 dias antes de iniciar el tratamiento con insulina,

habfa un hipotircidismo intenso: el contenido en hormona de creci-

miento hipcfisario era mencr del 5 % del de los controles, En es-
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tos animales la administracién de insulina no tuvo efecto en el pe-
so del tiroides (Fig. 7). Ademas, el efecto de la insulina sobre
la respuesta ponderal del tiroides a altos niveles de TSH, se in-

hibfa si la insulina se inyectaba en glucosa isoténica (Fig. 8).
De estos resultados los autores concluyeron:

12,- Que la accién de la insulina sobre la gldndula tiroides no es

directa,
22, - Que este efecto lo ejercia a través de su accién hipoglucémica.

32,- Que en su mecanismo estaban implicadas alguna (s) hormona
(s) o factor (es) hipofisario, o hormonas producidas por
glédndulas dependientes de la hipéfisis, cuyos niveles disminu-
yen o incluso se anulan a medida que el hipotiroidismo se

hacia méas intenso.

De los resultados y consideraciones expuestos, se de-
duce que la accibn del TSH sobre el tiroides puede ser modificada
por la presencia o ausencia de otras hormonas hipofisarias o por
las producidas por glandulas dependientes de ella. El efecto de la
insulina aumentando el peso del tiroides de ratas tratadas con bo-
cibgenos sugerfan fuertemente que esas hormonas podrfan ser la
GH o el ACTH, bien directamente o a través del aumento que pro-

duce en los niveles plasmaticos de glucocorticoides,

Recientes estudios, con una gran base experimental,
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Figura n2 7.

Efecto de 0,2 U de insulina/rata/dia sobre el peso del tiroides de
ratas previamente tratadas con PTU o PTU 1 CIO4K, L.a adminis
tracién de insulina se empezé a los 3, 9 6 21 dias después de ini-
ciado el tratamiento con bociégenos, cuando el contenido de GH hi-
pofisario era del 80,30 6 5 % respectivamente del de los controles
de su misma edad. L-os datos presentados son medias + DS, E| as-
terisco indica la significatividad de las diferencias entre dos grupos:
: p< 0,05; n,s.: no significativo (p » 0,05)
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Figura n2 8,

Efecto de 0,5 ml de glucosa isoténica + 0,2 U de insulina
sobre el peso del tiroides de ratas tratadas con PTU 1
ClOuK, EI tratamiento con insulina o insulina 1 glucosa
se inicié dos dfas después del de bocibdgenos, continudndo-
se durante 13 dias. Los datos presentados son medias i
{ De.,
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han demostrado 'que, al contrario de lo que ocurre en primates,
en roedores no se ha podido poner de manifiesto un aumento de
los niveles de GH en plasma por radioinmunoensayo, tras la hipo-
glucemia inducida por insulina (Glick, 1969); aunque si se ha en-
contrado una disminucién del contenido de GH en hipéfisis y del
GH-RH, factor hipotaldmico que estimula la secrecién de GH hi-
pofisaria (Katz y cols., 1967). Sin embargo, estd claramente
demostrado que la hipoglucemia inducida por insulina produce un
claro y répfdo aumento de los niveles de corticoides en plasma,
presumiblemente a través de un aumento de la secrecién de ACTH

(Kraicer y L.ogothetopoulos, 1963),

Estas consideraciones nos han llevado a estudiar la
accién del ACTH y glucocorticoides sobre algunos pardmetros de
la funcién tiroidea, y sus posibles implicaciones en el mecanismo
por el cual la insulira aumenta el tamario de los bocios de ratas
tratadas con antitiroideos, sin producir variaciones en los niveles

de TESH,

Consideramos conveniente presentar algunos de los ha-
llazgos encontrados en la literatura relativos,a la accién de estas

hormonas sobre algunos parametros de la funcién tiroidea.



S
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1l -EFECTOS DEL ACTH Y GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA
FUNCION TIROIDEA,

En los dltimos afios de la década de los cuarenta, se
inicié6 un gran interés en el estudio de las interrelaciones entre
las gléndulas tiroides y adrenales, en situaciones donde se habia
producido una activacién de esta dltima, como en el stres y el
frfo. En los afios 1949 y 1950 el ACTH y la cortisona pudieron
obtenerse en cantidades adecuadas, lo cual permiti6é a muchos in-
vestigadores dirigir sus esfuerzos al estudio de estos agentes so-

bre la funcién tirocidea,

L.as tablas 1a, b,y c, resumen los principales hallazgos
sobre este campo. Como se ve, la literatura presenta numerosos
resultados irreconciliables y aparentemente contradictorios. Del es-
tudio de ellos, no es posible llegar a concluir los efectos del
ACTH y corticoides sobre la funcién tiroidea, y mucho menos so-
bre los posibles mecanismos implicados en estos efectos, En los nu-
merosos trabajos consultados, encontramos una variedad de varia-
bles experimentales, edad raza, diferentes dietas y liquidos de be-
bida, diferentes dosis, modo de administraria y duraciéon del trata-
miento., Sobre todo las dosis empleadas son especialmente llamati-
vas, van desde 2,5 mg hasta 25 mg/rata/dfa, cantidades todas ellas
muy por encima de los posibles niveles fisiolégicos de estas hormo-
nas en plasma. Ademés, en ninguno de los casos consultados, se
empleb corticosterona, que es el glucocorticoide con accién hormo-

nal en roedores,



TARzLA 1a- Efeclos de la

Corltisona

de ratas normales,

y del ACTH sobre la funcién Tiroidea

Autores f T ratamiento Dias Efectos
van Middlesworth Cortisona 36 mg 2 Disminuye captacién I131
Disminuye PBI‘J'
Versar Cortisona 2,5 mg/dia 2 Disminuye captacién l‘:’l
Bondy Corltisona 12,5 mg/dia 3 | Disminuye PBII:’“
€ oller ACTH 5 mg/dia 4 Disminuye captacién lls‘
Albert Corlisona o ACTH 5 Disminuye captacién ||3|
2 mg/dia :\Ili;‘nlgdn efecto en la secrecién de
Perry Cortisona 2,5 mg |.p. 7 Disminuye captacién l‘ 31
y 2,5 mg sc./dia Ningdn efeclo en la secrecién
ACTH 4 mg/dia de II:’I
Money Cortisona 56 10 mg/dia 10 Disminuye captacién |13|
Halmi Cortisona . 8 mg/dfa 10 Ningin efecto en el cociente
! tiroides / | suero
Mercier-Parot Corlisona 5 mg/dia 12 Inactivacién tiroidea (histologia)l
Catz Cortisona 5 mg/dia 15 | No cambla la caplacién 131
Aumenta la altura de las células
acinares,
d' Angelo Cortisona 2,5 mg/dfa 15 No altera los niveles de TSH
en plasma e hipélisis
Halmi Cortisona 5 mg/dia 20-83| PBIl no cambia, Activacién his-
tolégica del tiroides., Disminucién
del lodo en tiroides
Migeon Cortisona 4 mg/dia 28 No cambia la captacién 1‘3‘
O'Neal Corlisona 3 mg/dia 30 No disminuye el PBI, Indicio de
aumento de altura de las células




TABLA 1b.- Efectos de la cortisona y del ACTH sobre la funcién tiroidea de ra-

tas tratadas a bociégenos.

Autores

D 'Angelo (1953)

L.ederer (1952}
Cheymol (1952)

Gabrielove (1952)

Halmi (1953)

Y atvin (1966)

T ratamiento

Cortisona 2,5 mg/dia

Cortisona 3 mg/dia
Cortisona 2,5 mg/dia

ACTH 2,5mg/dia
Cortisona 5 mg/dia
D esoxicorticosterona

‘1 mg/dia

Cortisona 10 mg/dia

Cortisona 5 mg/dia

Dias

18, 24

15
12

12
12, 22
12

10

12

Efectos

Aumenta peso tiroides
Aumenta niveles TSH

en plasma
Aumenta peso tiroides
Aumenta peso tiroides

Disminuye peso tiroides
No afecta peso tiroides

No afecta peso tiroides

Ningln efecto cociente
| tiroides / | plasma

Aumenta peso tiroides

Aumenta sintesis de pro-
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DE LA PRESEN-
TE TE=SIsS



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

L.os resultados encontrados en la literatura confirman
la opinién de gque una deficiencia extremada en hormonas tiroideas
afecta una gran parte del sistema endocrino del animal, al dismi-
nuir notablemente la secrecién de la mayoria de las hormonas de
la adenohipéiisis (Contopoulos y Koneif, 1963; Evans y cols.,
1964). También se pone de manifiesto, cémo la carencia de una
hormona afecta el contenido y la accién de otras. As{ Alexander
y Wolff (1966), administrando TSH a animales hipofisectomizados,
vieron que tenfa poca éccién sobre los parémetros tiroideos, lo
que podria deberse a que en ausencia de otras hormonas hipofisa~
rias o de hormonas producidas por gléndulas dependientés de la
hipéfisis, el tiroides no puede responder plenamente al estimulo del

TSH exégeno.

. Esta misma idea estd contenida en los trabajos de
Greer (1952), Dobyns (1953), Levit (1954)y Evans y cols,
(1958), quienes sugirieron que la hipéfisis anterior segrega més
de una hormona (s) o factor (es) relacionada con la funcién tiroi-
dea. Todas estas investigaciones, junto con los trabajos de Seliers
y Schénbaum (1962, 1965}, cofirmados posteriormente por Esco-
bar del Rey y cols. (1968), parecen indicar que para que el tiroi-
des pueda responder plenamente a altos niveles de TSH, se re-

quiere la presencia de niveles adecuados de otras hormonas,

FPor otra parte, experiencias realizadas en nuestro labo-
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ratorio (Jolin y cols., 1968; Jolin y cols., 1970) indicaban que
habia una correlacién positiva entre el peso del tiroides y el ni-
vel de insulina circulante, Para esto cabifa la siguiente interpre-
tacién, LLa mayor potencia bociogénica del PTU y SCN~ puede
estar relacionada con el hecho de que inducen un estado endocri-
no mé&s favorable para que sea méxima la respuesta ponderal del
tiroides a los altos niveles de TSH, &i efectivamente, una méxi-
ma respuesta ponderal del tiroides requiere la presencia de nijve-
les adecuados de otras hormonas, y dichos niveles son muy ba-
jos en animales extremadamente hipotiroideos, se facilitaria ésta

en animales a PTU o ©SCNK, en los que por lo menos el nivel de
insulina no estd tan deprimido. Incluso, en algunos casos, se man-

tiene como el de los animales controles,

Consecuentemente con esta idea, la admini
insulina a ratas tratadas con aquellas drogas, como  CIQ
o PTU 1} CIO4K, que desarrollan bocios pequefios y a

i

mantienen niveles bajos de insulina, deberia producir, uhy_ahme‘nto

_.‘.yx ./
en el peso del tiroides sobre el desarrollado por los animales tra-

tados sélo con bocidgenos. Esta hipétesis fue satisfactoriamente con-

firmada{ Jolin y cols., 1970).

El posible mecanismo, o mecanismos, por el que el
tratamiento con insulina a ratas tratadas con antitiroideos induce un
aumento en el peso del tiroides, en principio podria pensarse se

. debe:

12 A nivel de tiroides. L.a administracién de insulina, o bien el

tratamiento con anlitiroideos aue inducen niveles altos de esta hor-
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mona en plasma, hacen que el tiroides pueda responder mdas efi-
cazmente a los niveles de TSH, En la literatura nos encontramos
con situaciones donde la accién del TEH est& potenciada por la

presencia de insulina. Nataff (1968) por estudios "in vitro" del

metabolismo de los iodoaminodcidos en tiroides de fetos de ratas,
encontrdé que la formacién de tirosinas y tironinas iodadas aumen-
taban con la presencia de TEH en el medio de incubacién, y que

esta accién del TSH se potenciaba por la presencia de insulina.

22 A nivel de hipéfisis. lnyeciando insulina, o por tratamiento con

drogas bociogénicas que producen niveles altos de insulina, debe pro-
ducirse hipoglucemia que provocaria aumento en la secrecién de

GH, ACTH o quizéds de otras hormonas hipofisarias, que bien di-
rectamente o aumentando la secrecién de hormonas de las glandu-

las sobre las que a su vez actian, hacen que los altos niveles de
TSH en plasma sean mé&s efectivos en la estimulacién del creci-

miento del tiroides,

A favor de esta 22 posibilidad debe considerarse que
la accién estimulante de la insulina sobre el peso del tiroides de
ratas tratadas con drogas que producen bocios pequenos, es dife-
rente segdn el grado de hipotiroidismo de los animales., £i la insu-
lina se administra a ratas ligeramente hipotiroideas, cuyas hipéfisis
son aun capaces de sintelizar hormonas, se obtiene un efecto sig-

nsulina se administra a animales

nificativo. For el contrario, si la
intensamente hipotiroideos en cuyas hipéfisis hay una total degranu--
lacién de las acidéfilas no se cbtiene efecto alguno a nivel de peso

de tiroides,
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Por otra parte debe considerarse que la insulina tam-
poco produce efecto, incluso en animales que son sélo ligeramen-
te hipotiroideos, si la hormona se da junto con glucosa isoténica.
De donde se deduciria que este efecto de la insulina estd mediado

por su accién hipoglucémica.

Estos resultados sugirieron que el efecto de la insulina
aumentando el peso del tiroides de ratas tratadas con antitiroideos:
a) no era directo sobre el tiroides, b) lo efectuaba a través de
su accién hipoglucémica y c) que necesitaba de la presencia de una

hipéfisis capaz de segregar sus propias hormonas.

A la vista de este planteamiento existente en la literatura,
y para estudiar el mecanismo por el que la insulina aumenta la res-
puesta ponderal del tiroides a los mismos niveles de TSH se inicié

el presente estudio.



OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS,

E| estudio de los efectos del ACTH y glucocorticoides
sobre la funcién tiroidea tenian especial interés, no sélo por el
hecho de que ellos pudieran estar implicados en el mecanismo por
el que la insulina aumenta el peso del tiroides de ratas tratadas
con bociégenos, sino ademé&s, para tratar de aclarar los efectos
y el mecanismo de accién de estas hormonas sobre la glandula
tiroides, ya que los resultados encontrados sobre este tema en
la literatura son frecuentemente contradictorios. Ademés, en la
mayoria de los estudios realizados sobre este tema en ratas, no
sblo se han usado cantidades farmacolégicas muy por encima de
los posibles niveles fisiolégicos (Duyk, 1964), tanto de ACTH
como de glucocorticoides, sino que ademés, rara vez se ha em-
pleado la corticosterona, que es el glucocorticoide con acéién hor-—

monal en roedores,

3\

A la vista de todo el planteamiento existente en ta lite-

ratura, nuestro objetivo es estudiar los siguientes puntos. .

1) Efecto de la adrenalectomia sobre el peso del tiroides de ratas

controles y tratadas con antitiroideos,

2) Accién de la insulina sobre el peso del tiroides de ratas adrena-

lectomizadas tratadas con antitiroideos,

3) Accién de los glucocorticoides, usando pequefias dosis, sobre

el peso del tiroides de ratas coniroles y iratadas con bociégenos,
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3
4) Captacién y metabolizacién del ll ! por el tiroides, a distintas
horas dei dia, en las que es sabido hay diferencias en los nive-

les de corticosterona (Allen y Kendail, 1967),

Para el planteamiento experimental hemos escogido las

siguientes situaciones:

12,~- Efectos de la adrenalectomia sobre el peso de ratas controles
y tratadas con antitiroideos. Con la adrenalectomia consegufamos por
una parte, ausencia de glucocorticoides evitando la posible accién

de estas hormonas a nivel de tiroides, y por otra parte se conse-
guia elevados niveles endégenos de ACTH en plasma, dentro de

los niveles fisiolégicos. Si estos niveles los hubiesemos querido
conseguir inyectando esta hormona a animales hipofisectomizados-~
—-adrenalectomizados, hubiera sido préacticamente imposible man-
tener niveles altos a lo largo de todo el periodo de experimenta-
cién, debido a que el ACTH tiene una vida media muy corta.

22 Para estudiar si el ACTH o los glucocorticoides estdn implica-
dos en el mecanismo por el que la insulina aumenta el peso del ti-
roides de ratas tratadas con antitiroideos, hemos investigado el efec-
to de la administracién de la insulina en animales adrenalectomizados

tratados con bocibégenos,

32,- Para estudiar la accién de los corticoides sobre el peso del
tiroides de ratas controles y de las tratadas con antitiroideos, he-
mos inyectado a los animales cantidades pequerias de estas hormo-

nas, empleando en la mayoria de los experimentos corticosterona,
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qgue es el glucocorticoide con accién hormonal en roedores,

42, - Estudiamos la captacién y metabolizacién de llal por el tiroi-

des a distintas horas del dia, en las que es sabido hay cambios
en los niveles endbégenos de corticosterona, tratando asi de ver
si existia o no un paralelismo entre estos pardmetros tiroideos y
las oscilaciones en los niveles plasméaticos de corticoides endége-
nos. Allen y Kendall (1967) encuentran que las concentraciones
de corticoides en plasma de estos animales oscilan a lo largo del
dia, observandose una subida de ellos a partir de la 6 de la tar-
de y manteniéndose niveles altos hasta alrededor de las 6 de la

mafiana, a partir de cuyo momento mantienen niveles bajos, has-

ta la préxima subida.

l.a metodologia de cada uno de los experimento la ex-

pondrermos més detalladamente en los Resultados.



MATERIALES Y METODOS



| - METODOL.OGIA GENERAL

A) Animales.

B)

En todos los experimentos realizados en esta T esis
hemos usado ratas de la raza Wistar procedentes del criadero
de nuestro Departamento. L.as variables controlables se mante-
nian lo més constante posible, As{, tanto las ratas controles co-
mo las experimentales eran del mismo sexo y peso aproximada-
mente igual, y sobre todo de la misma edad. lL.a distribucién de
los animales en los distintos grupos controles y experimentales
se hacfa al azar., Hemos usado ratas machos para evitar la ma-
yor variabilidad de los datos de algunas determinaciones horrmo-
nales, por ejemplo, en insulina, que se suele encontrar en las
hembras debido posiblemente al ciclo sexual. L.a comida se su-
ministraba a una misma hora del dia durante el periodo de ~é><;-:x

perimentacién a todos los animales,

Diecta.

L.as ratas de nuestro criadero est&n normalmente so-
metidas a una dieta de grénulos (Piensos Condor para conejos)
que contiene aproximadamente 7-10 Y9 de iodo/10 g. Reciben
ademés, lechuga fresca y carne 2 veces por semana. l.a pro-
bable ingesta de iodo es mé&és variable de lo que se necesita para
el presente estudio, ya que es fundamental mantener a los anima-

les a una dieta constante y controlada, para evitar las posibles
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influencias que la mayor o menor ingesta de iodo pueda tener

en la funcién tirocidea. Por ello ponfamos a los animales, al ini-
ciarse el periodo de experimentacién, a la dieta descrita a con-
tinuacién que es rica calorigénicamente y equilibrada en principios
inmediatos y vitaminas (LID). Esta dieta est4 basada en la uti-

lizada por Remington (1936, 1937).

Su composicién es la siguiente:

Harina de maiz ...ieecorescceccosas 6.000 g
L_evadura de cerveza ...ececececsses 1.000 g
Gluten de trigo ceeeereessccescessses 2.500 g
CING (it ttnesosssssessssessssanns 100 g
CO3Na Gt ssseecsascessssnsesassanes 150 g
Agua destilada v.veeeececsccoscsenss S.C.

El contenido en iodo de esta dieta oscila entre 0,05 y
0,09 jxg/g. Como una rata de unos 100 g de peso ingiere de 10-
-12 g de comida por di'a,. ello hace que reciban de 0,5-0,9 yo

de iodo por dia.

Para los animales controles, cuya dieta debe tener
un contenido en iodo més alto, se afnade a la dieta anteriormente
descrita, una cantidad adecuada de una solucién de IIK de concen-

tracién conocida para que la dieta sea equilibrada (1,2 Jis i/g).
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C) Temperatura y otras condiciones ambientales,

L.as variaciones de la temperatura ambiente afectan
el metabolismo de Ioé animales, e impiden que se tomen como
vélidos datos proceder}tes de animales sometidos a diferentes
condiciones, Por ello, hemos tratado de mantener la temperatu-
ra ambiente de nuestro criadero de forma constante entre 22 y
2400 que es la 6ptima para la raza que utilizamos en nuestros

experimentos,

D) Anestesia.

Tanto para el sacrificio de los animales (experimen-
tos preliminares), como para someterlos a alguna operacién qui-
rdrgica (adr*enalectonf'ﬁa), las ratas eran anestesiadas., Lo he-
mos hecho con éter, introduciendo a los animales en un recipien-
te transparente con un algodén empapado de anestésico en el fon-
do. Al momento de dormirse el animal se saca del recipiente, y
se mantiene anestesiado reguléndole la inhalacién de éter a vo-
luntad. Procuramos siempre que la anestesia fuese lo més ligera

posible,

E) Sacrificio de los _animales.

En los experimentos preliminares, sacrificabamos a los

animales sangréndolos por la vena cava inferior, después de anes-



tesiados y tras la inyeccién de 0,1 ml de heparina amorfa disuel-

ta en salino a la concentracién del 1 %, en dicha vena.

Dadala importancia en el presente trabajo de los ni-
veles de insulina y glucosa en plasma, pensamos que el éter y
posiblemente el "stres™ que suirfan las ratas durante la aneste-
sia, podrian dar lugar a variaciones plasméticas de glucosa e
insulina que falsearfan nuestros resultados. Para aclarar este
punto, a distintos grupos de ratas experimentales se les sacé
sangre del rabo en la que se determind glucosa. Al dia siguien-
te se sacrificé a los animales con y sin anestesia, al objeto de
poder comprobar el efecto de la misma sobre los niveles de in-
sulina, ya que para la determinacién de esta hormona ha de dis-
ponerse de un volumen de sangre mayor que para la determina-
cién de glucosa, el cual no podiamos conseguirlo sin sacrificar
el animal. Al realizar ambas determinaciones, se vio que los
animales sacrificados tras anestesia presentaban aparentemente
mayores niveles de insulina y glucosa en plasma asi como mayor
variacién en los datos, Que los animales sacrificados sin aneste-
sia (Fig. 9 y 10). Por esto decidimos sacrificar a los animales
por decapitacién con guillotina, ya que asi evitabamos la aneste-

sia y e! ocasionar el minimo "stres® posible a los animales,

Una vez sacrificado el animal, el tiroides se limpia
répidamente de otros tejidos, se pesa y se congela a —ZOOC pa-
ra la determinacién del contenido de l]27. En el caso de que
las ratas se inyectaron con 113}, cada tiroides se homogenizo

con 0,5 ml de tris-CiH pH 8,6, que contenfa PTU a una con-

-3 . . . .
centracién 10 M, para evitar la posible desicdacién de los iodo-
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Figura n2 9,

Efecto de la anestesia con éter sobre los niveles de insulina
de ratas controles o tratadas con PTU, CiO4K o SCNK,

L.os datos presentados son medias + DE de ratas/grupo. L.os
asteriscos indican la significatividad de las diferencias enire dos
grupos: dk: p < 0,01; ¥kd: p < 0,001,
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Figura n2 10.

Efecto de la anestesia con éter sobre los niveles de glucosa en
sangre de ratas controles o tratadas con PTU, CIOqK o SCNK,
LLos datos presentados son medias § DS de ratas/grupo., L-os
asteriscos indican la significatividad de las diferencias entre dos
grupos: k&: p<<0,01; k&k: p <0,001,



09

aminoécidos durante la técnica de separacién cromatogréfica,
0,2 ml se emplearon para la determinacién de l127, y el res~
to se digirié con pronasa durante 8 horas a 3700. Se croma-
tografiaron alicuotas de 50 yl en tiras de papel Whatman n2 3,
de 2,5 cm y usando n-butanol-etanol-amoniaco (5:1:2). Se
contd la radioactividad de las tiras cromatogréficas después de
ser idé‘ntificadas las zonas de | y de los distintos iodoamino-
Pl y NO

&cidos por tincién con CI Na-4cido (reaccién de .F’auly).

2 2
Se limpiaron las adrenales de otros tejidos y se pesaron., L.a
hipéfisis se limpié, se pesé y lavé dos veces en sacarosa al

40 %. Se homogenizaron juntas las hipéfisis de las ratas de un
mismo grupo experimental, usando sacarosa al 40 %, de forma
que quedasen a una dilucién final de una hipéfisis por ml. EI
homogenado se centrifugé durante 20-30 min., a 1.500 r.p.m.,
guaﬁdéndose el sobrenadante a —2000 para ulterior electrofore-
sis en gel de poliacrilamida, segln la técnica descrita por Clar-
ke (1964). E| PBI se deteeminé en muestras aisladas o en mez-
clas de allcuolas iguales de plasma (pool), de cada grupo expe-
rimental. Tanto el contenido de jodo en tiroides, como el iodo
ligado a las proteinas plasméticas (PBIl), se determinaron por

el método de Benotti y Benotti (1963) ., Muestras individuales de
plasma se guardaron congeladas para la determinacién de insuli-
na y glucosa. La insulina se determiné por el método de Hales
y Randle (1963)., Se preparé plasma libre de proteinas con
E’>a.(()i-~l)2 Y ZnSC)4 para la determinacién de glucosa (Hugget

y Nixon, 1957),
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F ) Adrenalectomia.

Los animales, anestesiados con éter, se adrenalecto-
mizaron por via dorsal, Después del sacrificio fueron explorados

para ver si tenfan restos de giéndulas.
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Il - METODOS ANALITICOS

A) Valoracién d

131

el .

1) Contaje.

2)

El contaje de las muestras radicactivas se hace en
un contador de centelleo. L.os resultados se expresan en % de
la dosis radioactiva administrada a los animales, para lo cual se
separa una alfcuota de la misma (standard) y se determina su
radioactividad al mismo tiempo que las muestras problemas; con
esto subsanamos el error debido a desintegracién radioactiva.
El volumen de las muestras problema y standard debe ser el
mismo. Todas las muestras se cuentan en tubos de fondo plano

para evitar error de geometria.

Determinacién de la co_mnos;icién porcentual de iodoamino&cidos

.. 131
tiroideos marcados con | R

za) Homogenizacién_de tiroides,

— e el Dl TS e T Tl M s e

En un homogenizador Potter de vidrio se pone el ti-
roides una vez desecado y cortado en trozos, ahadiendo 0,5 ml
de buffer tris-ClH 0,05 M, exento de jodo, pH 8,6, que conten-

ga PTU (0,2 mg/100 ml = 1073

M), Este se afiade para evitar
reacciones de desiodaci6én de iodoaminoécidos. Se homogeniza

con motor durante breves fracciones de minuto, en frio,
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Con una micropipeta se separan 0,2 ml de homoge-
nado para la determinacién quimica del iodo total de la glandula.

El resto se utiliza para la digestién proteolitica,

zb) Digestién_proteolitica.

L_a digestién de estos homogenizados puede hacerse,

bien por pancreatina, bien con pronasa. Nosotros hemos pre-

fy

ferido el Gltimo ya que nos permite disminuir extraordinariamen-
te el tiempo de digestién, lL.a experiencia de otros autores (Tong

y cols., 1963) nos indican la gran eficiencia de este producto.

Digestién_con_pronasa: L.a técnica que se sigue esté
basada en las descritas por Tong y Chaikoff (1958) y Mayberry
y Astwood (1960) teniendo en cuenta las observaciones de Ro-
senberg y cols. (1964) para evitar los errores a los que pue-
den estar sometidas aquellas.

A 0,2 ml del homogenado se afiade 0,‘1 ml de Pro-
nasa (Calbiochem, LosAngeles 63, California) al 4 % en el
mismo tampdn antes descrito y unas gotas de tolueno, que tapen
la superficie del homogenizado para evitar el desarrollo de conta-

minaciones bacterianas; a continuacién se introduce en una estu-

fa a 37°C durante 8 horas para su digestién,

Terminada la digestién, se agita el hidrolizadc inten-



samente para conseguir una suspensién homogénea, Se toma
una alicuota de la misma (50 yl) y se pone a cromatografiar

en papel Whatman n2 3 de 2,5 cm de ancho. Con anterioridad
se ha afadido al origen del cromatograma ]OJJI de una solu-
cién de L.-tiroxina estable, triiodotironina, mono y diiodotirosi-
na y ioduro, como transportadores y protectores de la desio-
dacién de los compuestos radioactivos. Esto se hace udnicamente
cuando queremos determinar la distribucién de iodoamino&cidos

marcados. No debe hacerse,si se quiere realizar la determi-

nacién quimica de los mismos.

L.os transportadores son cantidades quimicas de los
compuestos que queremoé identificar en una mezcla radioactiva,
que se afaden a la mancha a cromatografiar cuando dichos com-
puestos se encuentran en cantidades traza y no pueden ser iden-
tificados por tincién. Estos transportadores (Ycarriers®), ade-
mas de permitir la identificacién guimica de las manchas croma-
togrélicas por tincién directa sobre el papel, facilitan la separa-
cién cromatogréfica de los compuestos e impiden la desiodacién

de los mismos (Morreale de Escobar y cols., 1963).

Como transportadores utilizamos una solucién forma-

da por:

8 mg
8
K it teeeeeceseanesssnes 2 Mg

3

, 9 mg

Dl"roouo-ooo-oco-a.enovoooo-o
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PTu © 6 0 86 090000 e e e 0o a e o 4mg

todo disuelto en 2 ml de n-butanol amoniaco 2 N (3:1). De
aqui ponemos 10-20 JJl en la mancha de mezcla a cromatogra-

fiar.

Se procede entonces a la separacién cromatogré-
fica propiamente dicha. EIl sistema cromatogréfico que hemgs
utilizado es el BEA-2 (Butanol-Etanol-Amoniaco), por ser el
sistema que mejor separa Ia.s dos iodotirosinas (MIT y DIT)

y las dos iodotironinas (T _ y T4), el I y el material no hi-

3
drolizado. Se coloca la tira de papel en una caja cromatogré--
fica de forma rectangular, afadiendo a continuacién el solvente
cromatogréfico (BEA), Se coloca la caja cromatogréfica de

tal forma que los compuestos digeridos emigren ascendentemen-
te con un &ngulo de inclinacién de unos 200. De esta forma se
mantiene unas 16 horas, al cabo de este tiempo, observando ia

altura que alcanzé el frente cromatogréfico, se sacan las tiras

y se secan conun chorro de aire caliente,
Zd) L.ocalizacién, _identificacién_y_cuantitacién de_ los _compuestos
L.a localizacién e identiticacién la realizamos de dos

modos distintos: por tincién o por autorradiograiia.

Localizacién por tincién: lL.a tincién directa del papel

cromatografico se realiza cspolvoreédndolo con una solucién un
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poco &cida de Cloruro de Paladio al 0,04 %, con io que apare-
ce una mancha marrén correspondiente al ioduro. L.o localiza-
mos con una senal. Si se alcaliniza a continuacién con CO3Na
al 5% y se vuelve a espolvorear con la mezcla de dos partes
de &cido sulfanilico al 0,05 % y una de NOzNa al 5%, nos apa-
recen las manchas rosadas de los aminodcidos con un grupo fe-
nélico, “es decir, MIT% DITX L_T;‘ y L._Ti‘.

Después de localizadas las manchas, las recortamos
y contamos su contenido en I’k en el contador de centelleo, L.a
suma de radioactividad encontrada en la totalidad del cromatogra-
ma, se toma como 100 % y la proporcién de la misma que hay
en los distintos compuestos, se expresa en % de esta radioacti-

vidad total.

los compuestos radioactivos de impresionar placas fotogréficas

la utilizamos para localizar las manchas radioactivas de las cro-
matografias, Para ello se coloca el papel cromatogréafico, en la
oscuridad, en contacto con una pelicula fotografica (Valca); des-
pués del tiempo necesario, segln la radioactividad de ia muestra,
se revela dicha pelicula y las manchas aparecidas coinciden exac-

tamente con las superficies radioactivas del papel cromatogréfico.

Para determinar el porcentaje de radioactividad de
los distintos componentes de la tira cromatogréfica, una vez iden-
tificadas las superticies de las mismas, Se recortan e introducen

en unos tubos de fondo plano para ser contadas por el procedi-
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miento descrito anteriormente.

Determinacién de l]3] en plasma vy PBllal .

lL_a separacién del plasma de los animales se reali-

za centrifugando su sangre heparinizada a 3000 r.p.m. duran-

te 30 minutos, FPara determinar la radioactividad se pipetea un
volumen determinado en un tubo de ensayo de fondo plano, y

de esta forma es contado en el contador de centelleo,

Muchas veces es necesario determinar el iodo ra-
dioactivo que va ligado a las proteinas del plasma, ya que este
dato representa la proporcién de tiroxina marcada circulante
por el animal. Para realizar esta determinacién, después de
contar la radioactividad de una alicuota de plasma, precipita-
mos sus proteinas con 5 ml de &cido tricloroacético (TCA)
al 10 % en agua destilada; después de dejar reposar 10 minu-
tos, centrifugamos a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, al ca-
bo de los cuales decantamos el sobrenadante., Este lavado se
realiza 2 veces. Al contar nuevamente el tubo nos dard el %

13 p
de | 1 gue se ha precipitado con las proteinas.

Valoracién de l] 27 .

El método de valoracién de iodo estable consiste
desde hace muchos afios, en observar la velocidad de reduc-

cién de sulfato cérico por el anhidrido arsenioso. Esta reac-
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ciébn es muy lenta, pero puede ser catalizada por el iodo inor-
ganico, aceleréndola proporcionalmente a la cantidad existente

de éste. lL-a decoloracién de la forma oxidada del cérico (ama-
rilla) a ceroso (incolora) permite seguir la marcha de la reac-

ciébn en un espectrofotémetro,

Método general.

Seguimbs la técnica descrita por Benotti y Benotti
(1963) a la que se han introducido algunas modificaciones en
nuestro laboratorio, lograndose afinar la precisién del método
asi como aumentar enormemente la velocidad de las determina-

ciones,

El método consiste en digerir las muestras directa-
mente en baho de arena a 105-—11000 durante el tiempo necesa-
rio para destruir toda la materia orgénica y convertir los com-
puestos iodados a forma jnorgénica (iodatos ), en presencia de
un &cido fuerte, el &acido ciérico. L.a digestién se realiza gene-
ralmente con 3 ml de clérico, y, como indicador del final de
la reaccién oxidante del &cido, se adiciona una solucién de cro-
mato sédico, de forma que se encuentre a la concentracién de
1 mg/3 ml de &cido clérico. Al final de la digestién se obser-
van con toda claridad la aparicién de unos cristales de é6xido
de cromo (naranjas), momento en el que las muestras se pa-
san a temperatura ambiente, consideréandolas en condiciones de
hacer la reaccién, L.a preparacién del &cido clérico se consi-
gua come resultado de la reaccién entre el clorato potésico y el

. . . O
4cido perclérico, conservando la mezcla reaccionante a -23 C



durante 12 horas, ya que a esta temperatura la solubilidad del
perclorato potéasico formado, es minima, con lo que se consi-
gue una gran pureza del CIO3H asi obtenido. Al cabo de es-
te tiempo se filira por un papel Whatman n2 1, obteniéndose

una concentracién aproximada de &cido clérico del 28 %,

A los digeridos se les afade 2 ml de solucién de
4cido arsenioso (preparada con 10 gr de anhidrido ar*senidso,
50 g de cloruro sédico, 400 ml de &cido sulfdrico 5 N, y apro-
ximadamente 1 litro de agua destilada; una vez disuelta tot'almen—
te la mezcla, se lleva a 2 litros con agua destilada). Se vierten
dentro de la cubeta para muestras del Autoanalizador. Ya en
la cubeta va pasando sucesivamente por unos serpentines en los
que se mezcla con el sulfato cérico-aménico; a continuacién por
un bafio de agua a 320(3 en el que se realiza la reaccién, y
finalmente pasa a un colorimetro en el que se mide la densidad
Sptica a 410 mys. L.as distintas densidades épticas son recogidas

en un registrador,

Con cada serie de problemas deben digerirse una
serie de standards. l.os bafios de arena que utilizamos admi-
ten 16 tubos, por lo que en cada b.ar“\o ponemos siempre 4 pa-
trones o standards y doce muestras problema. Como patrones
empleamos soluciones de IOSK de las siguientes concentracio-
nes: 0,02, 0,04 y 0,06 Yo de iodo contenidos en 1 ml de agua
destilada respectivamente, y ademés un tubo como blanco o con-

trol.

FPara conseguir éxito en el méiodo es necesario utili-
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zar reactivos de la mayor garantia, asi como observar una lim-
pieza absoluta en el material utilizado, e incluso un laboratorio

totalmente aislado dedicado a la realizacién de estas determina-
ciones, Cualqguier contaminacién es advertida por {a répida de-

coloracién de las standards.

Segdn la cantidad de iodo que supongamos tienen
los problemas a valorar, podemos introducir toda clase de va-

riaciones en el método general.

7 7
Determinacién de llz v F’Bllz en plasma de ratas.

7
!_lz_t_c_)_t@_l; Se utilizan 0,5 ml de plasma para cada

determinacién y se sigue el método general sin introducir nin-

guna variacién,

de plasma se precipitan con 10 ml de &cido iricloacético él 5 %
en el mismo tubo que vamos a utilizar posteriormente para la
digestiébn. Después de dejar reposar el precipitado durante 20
minutos, se centrifuga a 2000 r‘.p,r'n. durante 10 minutos. Se
decanta el sobrenadante que contiene el iodo no ligado a las pro-
teinas, y el precipitado se lava con otros 10 ml del mismo &4ci-
do, con posierior centrifugacién y decantacién del sobrenadante.
Con el precipitado en presencia de 3 ml de clérico, comenza-

mos la digestién, continuando el método general,
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Determinaciédn de lodo en tiroides.

L os tiroides enteros, o fracciones de los mismos,
los digerimos con 1,5 ml de clérico. LLas standards usadas pa-
ra estas determinaciones son: 0,0 (blanco), 0,5, 1,0, 1,5, 2,0
y 4,0 Je de ijodo. Estas también se digieren con 1,5 ml de é&ci-
do clérico. Una vez terminada la digestién, se diluyen las mues-
tras con 10 ml de agua destilada. De esta solucién se toma 0,5
ml para agregarle 2 ml de &cido arsenioso y a partir de este

momento seguimos el método general,

Si las muestras a valorar presumimos son bajas en
iodo variamos un poco las condiciones .generales. lL.as standards
usadas son: 0,0 (blanco), 0,2, 0,5, 1,0 y 1,5 pg de iodo. Es-
tos patrones y los tiroides los digerimos con 1,5 ml de clérico.
Una vez terminada la digestién afadimos directaménte 4 ml de -

arsenito, y ya seguimos el méiodo general.

Valoracién de alucosa en plasma,

El método consiste en la determinacién colorimétrica
de glucosa basada en una reacciédn enzimética llevada a cabo por
glucosa-oxidasa, capaz de oxidar la glucosa hasta la formacién

de &cido glucénico. lLLa reaccibén catalizada es la siguiente:

glucosa ¥ C)2 >  glucono- § -lactona 1 HZOZ (1)

4 . .
la glucono- & ~factona es muy poco estable, e inmediatamente se
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descompone para formar &cido glucdnico:
gluconao- c‘—lactona 1 HZO ——— 3> &cido glucénico (2)

El acoplamiento de estas reacciones con un sistema
peroxidasa-cromdégeno oxidable facilita un método colorimétricc

para la determinacién de glucosa. lL.a reaccién es:

. (3)
H,O_ + cromdégeno reducido per*omdasa}_ HZO t cromébégeno oxidado

2

l-a unién de las reacciones (1)}, (2) y (3) nos da-

rd la reaccién:

glucosa-oxidada

>

glucosa 1 O2 + cromégeno reducido
peroxidasa

4cido glucénico I cromégeno oxidado

Colocando en la mezcla de reaccién cantidades abun-
dantes de cromdégeno r‘ed'ucido,' glucosa-oxidasa y peroxidasa, y
realizando la reaccién en el aire (Oz), el color que aparezca
(cromdégeno oxidado) dependerd& de la concentracién de glucosa

existente en la muestra.

Hugget (1957), con algunas indicaciones r‘ealizadés por Sols vy
de la Fuente {(1957) y otras modificaciones, conseguimos afinar
la precisién del método y aumentar la velocidad de las determina-
cicnes, asi como economizar en el reactivo, razén importante

dado el exiraordinario ndmero de muestras que se han deiermina-



do en esta tesis. El método consiste en precipitar las proteinas
plasméticas segln la técnica de Somogyi (1936) con Ba(OH)2
0,3 Ny SO4Zn 5 %. La exactitud de las concentraciones de
estos reactivos no es tan importante como la equivalencia de
una con otra, por lo que debe comprobarse éstas por volume-

tria en presencia de fenolftaleina.

La precipitacién se realiza haciendo una dilucién del
plasma 1/10 de la siguiente forma: se afade 0,5 ml de plasma
a 3,5 ml de agua destilada, agregéndose a continuacién 0,5 ml
de Ba(OH)2 0,3 N, Tras mezclar y afladir 0,5 ml de SO4Zn
5 %, se centrifuga en cémara fria, decantdndose y guardéndose

el sobrenadante que contiene la glucosa.

Una vez precipitadas las proteinas, se pipetea 0,1
ml de sobrenadante desconocido, standards de glucosa y agua
destilada (blanco) a distintos tubos, afadiendo después a todos
ellos 0,1 ml de buffer fosfato 0,2 N, pH=7,4, A continuacién,
y a intervalos de tiempo 'iguales, se les agrega 1 ml de reac-
tivo, incubé&ndose a 37°c durante 1 hora, pasada la cual, y por
el mismo orden en que fueron introducidos en el bafo, se para
la reaccién echéandoles una gota de ClIH 2 N. Se sacan del ba-
fio y se mide la densidad O6ptica en un espectrofotémetro Beckman

DU a 415 my frente a agua destilada,

El reactivo usado es Glucostat (Worthington Bioche-
mical Corporation, U, S.A.,) que se presenta en dos tubos.
Uno de ellos contiene los enzimas liofilizados y otro el cromége-

no, EI Glucosiat en scolucién es poco estable, lentamente se co-
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lorea dando lugar a blancos altos, debido probablemente a oxida-
cién aerobia del cromdégeno por la peroxidasa (Sols y de la Fuen-
te, 1957), Incluso la congelacién que asegura la buena conser-
vacién de los enzimas, no impide del todo la alteracién del reac-
tivo. Por esta razén, debemos preparar el reactivo en el mo-
mento de usarlo, disolviéndolo en agua destilada. Nosotros por
'r‘azc’m"de economia no usamos el vial entero cada vez que ha-
cemos una valoracién., Para ello agregamos a cada uno de los
viales, cromégeno y enzima, 1 ml exacto de agua destilada y
tomamos de estas disoluciones las cantidades necesarias., E|
reactivo completo lo preparamos del siguiente modo: se pipe-
tea 1 ml de agua destilada a los dos viales, cromégeno y enzi-

ma., Se anade el contenido de ambos viales a un matraz afora-

olt

do de 100 ml. Se agregan 3 ml de solucién buffer fosfato, pH
= 7,4 agitdndose y enraséndose con agua destilada. Segin las
muestras que vayamos a valorar se prepara distinta cantidad
de reactivo. EIl contenido del vial enzima y vial cromégeno que
no usemos se guarda congelado,

=y Glucostét Reagent tiene pH =7 y, aunque no se
observa variacién en su comportamiento relacionados con varia-
ciones de este paré&metro, nosotros anhadimos buffer tanto al reac-
tivo como a las muestras y standards, para reforzar la capacidad
tampén del reactivo y corregir posibles diferencias de pH entre

patrones y problemas que pueden introducir error,

Como patrones empleamos distintas soluciones de glu-
cosa que coniienen 6,25, 12,5, 25 y 50 j;g/lOO jﬂ, realizadas
mediante las diluciones necesarias en agua destilada apanrtir de

un Ppatrén' de glucosa al 1 % en acido benzoico. EIl tubo en blan-
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co tiene como misién corregir el color del reactivo y en él se

pipetea 0,1 ml de agua destilada.

Valoracién de Insulina en plasma.

El método para determinar insulina consiste en un ra-
dioinmunométodo. EIl principio general de los inmunoensayos es

el siguiente:

Antigeno marcado } anticuerpo especfifico > complejo antig. —-antic,

Agk Ac Agk - AC

+

Ag antigeno no marcado

Ag- Ac complejo no marcado

L.a hormona due' actia de antigeno se‘ une al anticuer-
po y da lugar al complejo antigeno-anticuerpo. Este complejo pue~
de ser radioactivo o no segln que la hormona con la que reac-
cione el anticuerpo esté o no marcada. l-os radioinmunométodos
aprovechan la propiedad de la hormona no marcada existente en
el plasma o en otras soluciones de competir con la hormona mar-
cada en su reaccién con el anticuerpo especifico y por lo tanto
de evitar la formacién del complejo antigeno-anticuerpo marcado.
l_a radioactividad de la muestra es inversamente proporcional

a la cantidad de hormona no marcada existente en la misma,
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Par‘-a todo radioinmunométodo son necesarios tres pun-
tos: 12 Un anticuerpo especifico; 22 una hormona marcada y 32
un método que separe el complejo y la hormona que queda libre,
puesto que los complejos antigeno-anticuerpo no precipitan es-
pontdneamente dada la baja concentracién de las sustancias reac-

cionanies,

FPara el radioinmunométodo de insulina seguimos el
método del "doble anticuerpo%“ descrito por Hales y Randle (1963)
que consiste en pr*ecibitar* cuantitativamente el complejo insulina-
-anticuerpo por la adicién de un segundo anticuerpo. Este méto-
do nos permite la medida de muy bajas concentraciones de insu-

lina en pequefios volidmenes de plasma.
Se utilizan los siguientes reactivos:

1) Tampdén A: Tampén fosfato 0,04 M, pH=7,4 con 0,06 mM
Tiomersalato al 0,5 % de albdminaB(F raccién V de Sigma).
2) Tampén B: Tampbén A isoténico.
3) Tampén C: Solucién de albdminaBal 4 % en tampén A,
4) Antisueros: Nos son administrados porr Radiochemical Centre,
Amersham, England.
a) Suero antiinsulina obtenido en cobaya a partir de Insulina
porcina.
b) Suero antigamma-globulina (22 antisuero precipitante) con-
seguido por inyeccién de gamma-globulina de suero de co-
baya en conejo,

5) Insulina marcada (Insulina IIZS)’ también administrada por Ra-
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diochemical Centre, Amersham, England, preparada a par-
tir de insulina bovina cristalizada y altamente purificada, te-

niendo una actividad de 50 JJCi/ng.

6) Patrones de Insulina: los preparamos a paﬁtir de lnsulina
de rata, suministrada por Novo (Copenague), realizando
una solucién stock en tampén B, Esta solucién se guarda
congelada a —ZOOC repartida en distintos voldmenes para des-
congelar una sola vez. A partir de esta solucién stock se pre-

paran los diferentes patrones por diluciones en el mismotampén.

El procedimiento a seguir es el siguiente: Se prepa-
ran 3 series de tubos:a) para los ceros; b) para los patrones
de insulina y c¢) para los problemas. Todas las muestras se po-

nen por triplicado.

Preparados los tubos se afade al frasco del dokle an-
tisuero 8 ml de agua destilada, agitando cuidadosamenie para evi-
tar la formacién de espuma. Se reparte a todos los tubos 0,1 ml
de tampén B{( A los tubos de los grupos b) y c) se aflade 0,1
ml de insulina patrén a distintas diluciones, 6 0,1 ml de plasma
a valorar, Estos plasmas, si se supone que la cantidad de in-
sulina es superior a la més alta concentracién de insulina patrén,
deben ser cuidadosamente diluidos con tampén B. A continuacién,
se pipetea a cada tubo 0,1 ml de antisuero. Después de mezclar

‘ o
el contenido de cada tubo, se incuban a 4 C durante 6 horas.

Transcurrido este tiempo se afade a todos los tubos

0,1 ml de insulina marcada (250 picogramos de Insulina 1125)

i{ ® 0 © 6 a & O ¢ ¢ O ¢ 6 0 O
A los Yceros' (no llevan Insulina fria) en lugar de 0,1 ml, se
les reparte 0,2 ml de tampén B para igualar el volumen con el
resto de los tubos,



-1
oo

Se mezcla y vuelve a incubar a 4°C durante 18 horas, después
de las cuales se filtra a través de membrana de acetato de ce-
lulosa Oxoid, lavando dos veces el filtro con 0,5 ml de tampén
C. A continuacibén se cuentan los filtros en un contador Auto-
gamma {(Packard) con “setting® adecuado para |125. La Insu-
lina viene dada en j;u o en % de piasma control interno, segin
que tocjés las determinaciones de un mismo grupo experimental

se hayan hecho o no en el mismo radicinmunoensayo.

Valoracién de Hormona Tirotropa.

El fundamento de este método y parte de la técnica son seme-
jantes al método de valoracién de insulina descrito anteriormente,
El método ha sido montado en este laboratorio por la Dra, M D,
Garcfa y cols. (1971), quienes realizaron las deter‘minacionés;\

A
)

A continuacién hacemos un pequefio resumen de la mgié—
dica general utilizada. Siduiendo los procedimiento de L.émaqr‘chat:yd—
-Beraud y Vannotti (1965, a, b) obtuvieron el antisuero anti-TSH
bovino en cobayas (M,D. Garcfa y G, Morreale de Escobar, 1970).
Como antigeno para marcar, empleéron TSH de tumores hipofisarios
de ratones, facilitados por el Dr, Bates (NIH, U.,S,A ), siendo
éste el antfgeno ya empleado para este fin por Wilber y Utiger (1967 ).
Marcaron este antigeno por el método de Greenwocod y Hunter (1963).

con Cloramina T, EI| antigeno marcado se purifica primeramente por

Sephadex G-100,
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El anticuerpo especifico se utiliza a una dilucién final de
1/120.000 y el complejo antigeno anticuerpo marcado se separa,
tras 5 dias de incubacién a SOC, mediante segundo anticuerpo
(antigamma globulinas de cobaya, obtenidas en cabra, Antibodies
Incorporated, U,S,A.,) y centrifugacién. lL-as standards de TSH
de rata eran homogenados crudos de hipéfisis, por no haber stan-
dard iniér*nacional de TSH de rata, diluidos en plasma deAr‘atas in-
yectadas con T4.

lL.os resultados obtenidos, estén, por tanto, expresados
en unidades arbitrarias, 1 U = TSH contenido en 1 hipéfisis de ra-
ta normal adulta., Por repetidos bioensayos, usando el método de
McKenzie (1968), determinaron que 1 U arbitraria de TSH de ra-

ta = 0,21 U de la standard internacional de TSH bovino (NIH),

Valoracién de Hamona de Crecimiento (GH),

l_a determinacién de GH ta realizamos en hipéiisis, Pa-
ra ésto, la hipéfisis antér*i.or‘, una vez limpia y pesada, se homoge-
niza en 1 ml de sacarosa al 40 %. El homogenado lo centrifugamos
durante 20-30 minutos a 1.500 r.p.m,, guardandose el sobrenadan-

o . X
te a -20 C para la determinacién de GH por electroforesis de dis-

co en gel de poliacrilamida.

Seguimes la técnica descrita por Davis (1964), usando
la simplificacién de Clarck (1964), L.a banda de protefna asocia-
da con GH ha sido identificada bas&ndonos en los hallazgos descri-
tos por lL.ewis y cols., (1965) vy Jones y cols. (1965) para ra-

tas,
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LLa emigracién de las proteinas en disco de gel de-
pende de la carga de las protefnas y del tamano de las par*tf—
culas. Eligiendo un tamafio de poro apropiado, conseguiremos
separar la GH,. Esto lo hemos conseguido con fa solucién B,
acrilamida y bisacrilamida que son las que determinan el tama-

fno del poro.
Se preparan las siguientes soluciones:

Tampén Tris-Glicina:

Tris 6,0 g
Glicina 28,8 g
Agua hasta 1 litro
Diluir 1/10
pH 8,3

Solucién A:

CiH 1 N 48 ml
Tris 36,6 g
TEMED 0,46 ml
Agua hasta 100 ml
pH 8,9

TEMED son las siglas para N, N, N!' N!'-Tetrametiletilenodia-

mina,

Solucién B

Acrilamida 30 g



Bis

0,8 g

F erricianuro potésico 15 mg

Agua hasta 100 ml

BIS son las siglas para N, N!'-Metilenobisacrilamida.

lSqucié'n C:

Persulfato aménico 0,14 g
Agua hasta 100 ml

Solucién de Amido negro.

A la mezcla metanol-agua-4cético en las proporciones

(5:5:1) se aflade amido negro en polvo hasta saturacién. Se

necesitan unos 250 mg para 500 ml,.

Azul de Bromoienol: se disuelve en agua al 0,001 %.

L.a técnica a seguir es la siguiente: S$e prepara una

mezcla con:

2 ml de
4 ml de
8 ml de
2 ml de

solucién A,
solucién B,
soluciéon C,

agua,

Se agita ligeramente la mezcla con la gque se pueden

llenar a una aliura de § cm, hasta 12 cilindros de vidrio de

0,8 cm de didmetro y 6 cm de aitura, que sc¢ han cerrado an-



)
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tes por un extremo con papel parafinado., Se afaden cuidadosa-
mente unas gotas de agua con el fin de que el nivel superior del
gel quede plano, eiiminando el menisco y la retraccién de la su-
perficie del gel. $e dejan polimerizar cerca de una ventana por-
que la luz, especialmente la del sol, cataliza este proceso. Se
conoce que se ha terminado éste, cuando claramente se ve la
fase de separacién entre el gel y el agua afadida en la superfi-
cie. Una vez terminada la polimerizacién se quita el agua, y se
acaba de secar con la punta de una servilleta de celulosa, qui-

tando el papel parafinado del extremo inferior.

Se colocan los tubos en el aparato de electroforesis
de modo que queden perfectamente perpendiculares (para evitar
que las bandas aparezcan inclinadas) y todos a la misma altura.,
En la bafio inferior se pone tampdn Tris-glicina diluido al 1/10
y en el superior se afaden unas gotas de solucién de azul de bro-
mofencl al tampdn antericr. EIl nivel de los bafiocs ha de ser tal
que cubra completamente los tubos. De este modo se llena de
tampdn la parte super‘iér‘. de éstos, que estaba vacia de gel, Co-
mo es posible que haya quedado alguna burbuja de aire, se intro-

duce tampdén con una pipeta Pasteur en la boca del tubo,

Afadimos 0,2 ml de muestra (200-400 Jig de proteinal,
a través del tampdn del recipiente superior, con micropipeta dejan-
dola resbalar con cuidado por las paredes del tubo y procuirrando
no dafiar la superiicie del gel, para lo que no debe estar mas

cerca de 4 mm de ésta,

e conocita el aparato con la fuente de alimentacién me-



diante los electﬁodos; el cétodo va unido al bafio superior. Se
tiene una corriente ceon una tensién continua de unos 150 voltios
y 4 miliamperios por tubo. Se debe vigilar la intensidad para
que permanezca constante, Cuando la banda azul {azul de bro-
mofenol que marca el frente) alcance casi el extremo inferior
de la columna de gel (pero sin que se salga) se desconecta el

aparato de la fuente de alimentacién.

Si la eleciroforesis se lleva a cabo a temperatura
ambiente se alcanza una temperatura dentro del gel de unos
3500, pero si la muestra contiene sustancias ldbiles por el ca-
lor, serd necesario trabajar en la cédmara fria y reducir la co-
rriente a 1 miliamperio/tubo con lo que el calentamiento del gel

es despreciable,

Acabada la electroforesis y una vez desconectada la
fuente de energia, se decantan los tampones de los dos bafios
cuidando de no mezclarlos, y se guardan por separado para no
contaminar el tampdén del cétocdo con los iones qt:le han emigrado

al &nodo.

LLos tubos se separan del bafio superior y los geles
se sacan de ellos introduciendo una aguja entre el gel y la pa-
red del tubo. L.a aguja va avanzando a lo largo del tubo mien-
tras que éste gira y presiona un poco el gel de modo que sal-
ga unos 2 mm. L.uego se introduce la aguja por el otro exiremo
y se hace lo mismo hasta que la columna se desliza y cac fue-
ra del tubo., Esta operacién debe hacerse en un recipiente con

agua que lubrifica la superiicie del gel e impide su deterioro por

el



el movimiento de la aguja o el alambre empleado.

L.as columnas se ponen a tefir en solucién de Amido
negro 3 6 4 minutos., Se sacan y lavan con agua destilada, Se
ponen a decolorar en recipiente adecuado con la mezcla metanol-
-agua-acético en las proporciones (5:5:1) durante unas 14 ho-
ras o mas., Durante este tiempo, se cambia varias veces el de-
colorante. Elsta mezcla fija el colorante a las proteinas ylo qui-
ta de las partes del gel sin éstas. Cuando la mayoria del colo-
rante ha sido lavado se ponen las columnhas dos o més dias en
4cido acético al 2 % que termina la decoloracién. Se conserva
en tubitos de didmetro adécuado, también en &cetico al 2 %, EI

aspecto inicial se mantiene por lo menos un ano.

L.a densidad de la banda de GH fue medida en un
microdensitémetro (Joyce, L.oebl y Co., Ltd., England) deter-
min&dndose el valor del &rea del pico correspondiente a la hor-

mona de crecimiento.

&



11l - CALCULO ESTADISTICO,

A)

Para podér‘ enjuiciar mas objetivamente los datos ob-

tenidos hemos aplicado célculos estadisticos,

Diferencia entre los valores medios de dos poblaciones.

El problema que se presenta con mayor frecuencia,
es el de decidir si las diferencias entre los datos medios de dos
grupos experimentales distintos, son estadisticamente significati-
vas o se deben a la variabilidad biolégica o al error de las de-
terminaciones analiticas. Para resolverlo se aplica el test (Ar-
kin y cols., 1967) segin el cual:
t = - v (1)

error standard de la diferencia (e.s.d.)

Cuando el ndmero de datos de ambos grupos es el mismo

\/g(x -x) 1 =(y -y)z

(nI =n, ):

nin-1)

Cuando el nGmero de datos de ambos grupos es distinto

n, # nz):

A, EG-x?r e-y)®
1 2 1 2
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Es interesante conocer los términos que influyen en las

anteriores férmulas:

Desviacién standard (D.S.) \[\;;; \/é(x - x)

n -1
; - 2
_\ [ Marianza -
Error standard (e.s.)= arfanza /é(x x)
n n(n-1)

X e y: datos de cada animal con su correspondiente grupo;

X e y: medias aritméticas de los datos de cada grupo.

D atos dudosos.

A veces en un grupo aparecen uno o varios datos cla-
ramente distintos del valor medio. Para saber si estos datos
pueden despreciarsé se aplica el "test de >\2"(Moor‘es y cols.,
1951). Para ello se determina en las correspondientes tablas
el valor de >\2, en funcién del ndmero de datos dudosos. Por

este procedimiento se podrén despreciar los datos que sean

I

2 2
mayores o menores que la media i\/)\ . (D.s.)

N2 £(x - x) 2

n-1

= x 4

Si se sale algdn daio, se vuelven a repetir todos los
cé8lculos, despreciando ya los datos que se salen y entonces
mediante las tablas de Student (Arkin y cols,, 1967) se calcu-
la la "pY" de las pruebas de significatividad, en funcién de t

(t6rmula 1). Esta p nos indica la probabilidad de que la dife-
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rencia entre las medias x e ; de dos grupos, se deba al ca-
so (wvariabilidad biolégica de los animales experimentales o error
de las determinaciones analiticas). Debido a que se trata de
experiencias biolégi‘cas, se considera como valor |limite el de

p = 0,05, o sea cuando p > 0,05, las diferencias se deben

-al caso; mientras que cuando p es igual o menor que el men-

cionado valor, la diferencia es estadisticamente significativa,

B) Ajuste a una recta por minimos cuadrados (Coeficiente de

regresién,

El coeficiente de regresién es una medida de la de-
pendencia de dos variables dependientes entre si, dando infor-

macién sobre la relacibén existente entre ambas.

Interesa con frecuencia determinar cudl es la recta
que mejor ajusta a una nube de puntos (poblacién)., Como la
ecuacién de la recta es y = a { bx, el problema consiste en

determinar:

a = Ordenada en el origen

b = Coeficiente de regresién (pendiente)

£EX-2Y
- bo éx
==Y b= £XY n
n £ (x -x)2

£ly-3)?
n(n-1)

Error de a (Sa) =
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[gy (x-%)
£(x-x)2

é(y-—§)2

Error de b (Sb) =

(n-2) . & (x-x)2

Para comparar las pendientes de las rectas obtenidas
por minimos cuadrados, seré necesario calcular el error stan-

dard de ambas:

Con el valor de t se buscan en las correspondientes
tablas (Snedecor, 1956) los valores de p para ver si dichas

diferencias son o no significativas.

=

C) Coeficiente_de correlacién, i,

Sirve para determinar la correlacién entre dos paré-
metros (Snedecor, 1956) y viene dado por la siguiente f6rmu-
la:

é(xy) . EX . EY

n

\/g(x-;oz L 2y -9)2

r\=

n = N2 de datos apareados.
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l_a mé&xima correlacién que puede existir entre dos
variables es la unidad ({ 1), Con el valor de r se acude a
las correspondientes tablas y se busca la p para n -2, obte-
niendo de esta forma si la correlacién entre ambas es o no

significativa.



RESULTADOS Y COMENTARIOS
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Como se ha indicado en la introduccién, era interesan-
te el estudio de la acciédn del ACTH sobre el peso del tiroides
de ratas controles y de las tratadas con bocibégenos, tantd para
tratar de aclarar su accién sobre este parémetro tiroideo, como
para investigar su posible implicacién en el efecto de la insulina
aumentando el peso del tiroides de los animales tratados con anti-

tiroideos,

Elegimos la situacién del animal adrenalectomizado, ya
que asi elimindbamos por una parte la posible accién de las hor-
monas adreno-corticoides, a la vez que logrdbamos mantener ni-
veles endégenos altos de ACTH , dentro de los limites fisiolégicos,

a lo largo del periodo de experimentacién,

Realizamos los siguientes experimentos:

EXPERIMENTO 1,

Efecto de la adrenalectomia (altos niveles de ACTH) en el peso

del tiroides de ratas controles y de las tratadas con PTU,

Ratas intactas (1) y adrenalectomizadas (A) se divi-
dieron en dos grupos, cinco dias después de la operacién. Uno
de ambos grupos recibieron la dieta habitual, Remington, suple-
mentada con iodo, mientras que los otros eran sometidos a una
dieta de bajo contenido en iodo, y se les inyectaba diariamente

1 mg de PTU ji,p. durante 12 dias. A estos grupos se les de-
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nominard 1 + PTU y A } PTU, EI PTU se les inyectaba, en
vez de suministrarlo en el agua de bebida o en la comida, para
asegurarnos que todos los animales, intactos y adrenalectomiza-
dos, recibfan la misma cantidad de droga. l.os grupos que no
recibieron PTU se inyectaron con 1 ml de salino, volumen en
el cual se administraba el antitiroideo. Todos los grupos de ani-
‘males recibieron salino como bebida, ya que ello es necesario
para la supervivencia de las ratas adrenalectomizadas, puésto
que estéd descrito y de todos es. conocido, que con la adrenalec-
tomfa se produce una pérdida excesiva de Na‘ y Cl por el ri-
ién y por lo tanto de agua, lo que ocasiona una deshidratacién
y la muerte del animal. Déndoles salino se les compensa de la
pérdida de Nax‘ y consecuentemente de agua prolongéndoles el
tiempo de supervivencia. Todos los animales se sacrificaron por

guillotina, entre las 9 y 10 de la manana,

E=n las Tablas 2 y 3 y Figs. 11 y 12 se representan
algunos de los datos de animales correspondientes a esie Expe-

rimento.

lL.a adrenalectomia indujo una disminucién del peso cor-
poral de los animales, pero no afe;:té el peso relativo del higado,
riflones, testiculos e hipéfisis (Tabla 2). Tampoco produjo va-
riaciones en el contenido de iodo en tiroides o en los niveles de

PBI, glucosa o insulina en plasma (Tabla 3).

El tratamiento con PTU afecté el aumento corporal de
los animales intactos, pero no el de los adrenalectomizados; no
produjo cambios en los pesos relativos de higado, rifdén, testicu-

los o hipéiisis, en ambos grupos de ratas. Este tratamiento nho



TABLA 2.- Peso de higado, rifiones, adrenales, testiculos, hipélisis y aumento de peso corporal durante el tratamiento ,de
ratas intactas (1) y adrenalectomizadas {A), inyectadas con 1 mg de PTU/rata/dia durante 12 dias, y de con-

troles de la misma edad.

Higado Rifiones Adrenales T esticulos Hipéfisis Aumento de peso
Grupos a/100 g a/100 g ma/100 g a/100 g mg/ 100 g ooxmoam_
l (1) § salino 5.5 4 0.5 1.0 ¢ 0.1 20.1 1.7 1.2 0.3 4,7 + 0.8 74 £ 11
] (A) ¢ salino 5.9 + 0.4 1.1 ¢ 0.1 - 1.3+0.2 3.8 3 0.5 40 L 10
" (1) &+ PTU 5.5 % 0.3 0.8 1 0.2 18.1 ¢ 3.9 1.3 % 0.1 4,0 ¥ 0.5 47 L 6
v (A) ¢ PTU 6.1 £ 0.9 1.0 3 0.1 - 1.2 4 0.2 4,1 % 0.5 44 + 7

@ss s et cerssscc0s s 00 reeas s

E stadistica. Valores de p:
1 vs, I n.s, n.s, ) - n.s. n.s. < 0.0

H vs, IV n.s. n.s. - n.s. n.s. n.s.

L.os datos presentados son medias ¥ DS de 6 ratas por grupo y corresponden a los animales del Experimento |,
3 s e
n.s. = no significativo {(p > 0.05)
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PESO DE TIROIDES

mg/130g

D:‘C @: A A: 1.PTU

Figura n2 11,

Peso absoluto y relativo de tiroides de ratas intactas (1) y adrena-
lectomizadas (K), tratadas con PTU durante 12 dias y sus corres-
pondientes controles, L.os datos presentados son medias + TS de

6 ratas/grupo y pertenecen a los animales del Experimento |,



Figura n2 12,

Contenido de GH en pool de hipéfisis de ratas controles
(C) y adrenalectomizadas (A), y de los correspondien-
tes grupos tratados con PTU, L.os datos corresponden
a los animales del Experimento |,
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afecté los niveles de glucosa, pero indujo un aumento significa-
tivo en los niveles de insulina de los animales adrenalectomiza-

dos.

L_a adrenalectomia no alteré el peso del tiroides de los
animales no tratados. $Sin embargo, tuvo un gran efecto en las
‘ratas a PTU, Los animales adrenalectomizados y tratados con
PTU, desarrollaron un bocio de mucho menor tamafio que’ el
inducido por esta droga en animales intactos (Fig.11). A pesar
de la diferencia en el peso del tiroides de las ratas intactas y
adrenalectomizadas tratadas con PTU, no se encontraron diferen-
cias en el contenido de iodo en tiroides ni en los niveles de PBI,

que pudieran justificarlo.

En cuanto al contenido de GH en hipéfisis (Fig. 12),
el tratamiento con PTU lo disminuyd tanto en ratas intactas cocmo
en adrenalectomizadas. Aparentemente, la adrenalectomia séla no
altera el contenido de GH de la hipdfisis, siendo éste igual que el
del correspondiente grupd de ratas intactas con o sin tratamiento

a PTU,

Por los resultados obteni‘dos en este primer experimen-
to, parecia claro que en ausencia de adrenales o en presencia de
altos niveles endégenos de ACTH, el tiroides no responde tan
intesamente al tratamiento con PTU, Pensamos que serfa interesan-
te investigar si la adrenalectomia afectaba asimismo el bocio indu-
cido por otrcs antitiroideos, o ello sélo se daba en el caso del PTU,
Para esto realizamos el siguiente experimento, estudiando el efec-

to de la adrenalectomia en animales tratados con CIO4K, compa-
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rando los resultados con los obtenidos en otros animales a PTU.,



39

EXPERIMENTO I,

Efecto _de la adrenalectomia (altos niveles de ACTH) en el bocio
131

inducido por PTU o CIO4K3 en_metabolismo intratiroideo del |

Dos grupos de ratas machos de 65-80 g, uno de los
animales intactos (l) y otro de adrenalectomizados (A), se divi-
dieron en 3 sub-grupos dos dias después de la operacién, Uno
de ambos sub-grupos de ratas (l) y (A) recibieron la dieta ha-
bitual suplementada con 'iodo, mientiras que los otros grupos reci-
bfan una dieta de bajo contenido en iodo y fueron tratadas con
cro4|< o PTU durante 9 dias: (1) & CIO4K; (1) + PTU; (A) 1
1 ClOaK y (A) &+ PTU, Tanto los grupos de ratas controles
como los tratados con drogas recibieron salino en la bébida. El
PTU se les inyectaba a diario en dosis de 3 mg/rata/dia. Todos
los demds grupos eran inyectados con 1 ml de salino, volumen
en el cual se¢ inyectaba el PTU, Todas las inyecciones se hicie-
ron entre las 10-11 de la mafana., EI CIO4K se suministraba al
1 % en el salino de la bebida. A diario se controlaba la cantidad
de salino bebida por los distintos grupos. L.a tarde antes del dia
en que los animales iban a ser sacrificados, fueron inyectados
con 10 JJCi de l]3] . lTodas las ratas fueron sacrificadas por gui-

llotina entre las 9-10 de la mafiana de un mismo dia.

En las Tablas 4, 5, 6, 7y 8 y en la Fig, 13 se re-
presentan algunbs de los datos de animales correspondientes a este
Experimento, Durante el periodo de experimentacién de 9 dias la

adrenalectomia no alteré significativamente el peso de los animales
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TABLA 6,- Salino o salino ¢ CIO4K bebido por los diferen-

tes grupos de animales del Experimento Il,

Grupos ml / rata / dia
1 (1) 20 1 5
i (1) ¢ C|04K 10+ 3
w o (1 ¢ PTU 18 + 6
v (X) | , 184+ 5
v o (A) L Cio, K 942
Vi (A) L PTU 915

® © 56 0 06 00 00 00 000 00000000 e 00

E stadistica. Valores de p:

| vs, IV n.s.jk
Il vs., V n,s,
m vs. VI <o0,001

L.os datos presentados son medias + DS de 6-7 ratas / grupo,

X n.s. = no significativo (p > 0.05)



TABLA 7,- Captacién por el tir*oidesl de I131 y PBII:” en

plasma de ratas intactas (1) y adrenalectomiza-
das (A) controles, y de las tratadas con PTU
6 CIO4K durante 9 dias.

131

Captacién PBI
Grupos % de la dosis
(1) 35.1 1 0.6 70 1 6
n () J-CIO4K 1.9 ¢+ 0.1 35 115
m (1) + PTU 2.8 + 1.2 154+ 3
v (AX) 20.3 + 0.7 60 + 2
Vv (A) J—CIO4K 0.8 + 0.5 40 L11
VI (A) + PTU 1.1 £ 0.2 20 110
E stadistica. Valores de p:
l vs., IV < 0.001 < 0.001
n vs., V < 0.001 n.s.k
n wvs. Vi < 0.01 n.s.

LLos datos presentados son medias + DS de 6-7 ratas por gru-
po y corresponden a los animales del Experimento II,

% n.s.= no significativo (p> 0.05)

1

L.os tiroides fueron obtenidos 14 horas después de la inyeccién
de 1131,
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Figura n2 13.

Peso absoluto y relativo de tiroides de ratas intactas (1)

y adrenalectomizadas (A) controles y tratadas con CIO,K

o PTU durante 9 dias. L.os datos presentados son medias
4 DE de 6-7 ratas/grupo, y corresponden a los animales

del Experimento ll, L.os asteriscos indican la significatividad
de las diferencias entre dos grupos: %: p < 0,05; dkk:

p < 0,001; n,s.: no significativo (p>0,05).
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de los distintos grupos ni el de sus hipéfisis. Asimismo, el conte-
nido de iodo en tiroides y los niveles de PBIl tampoco fueron afec-
tados tanto en los animales controles como en los tratados a dro-

ga. LLos niveles de insulina tenfan iguales valores en las ratas

(1) y (X) tratadas con bociégenos, aunque en los animales contro-

les, la adrenalectomia produjo un ligero descenso de éstos.

El tratamiento con CIO4K o PTU en animales intactos
indujo un aumento en el peso del tiroides, siendo este aumento mu-
cho mayor en los animales tratados a PTU que en los de CIO4K.
Sin embargo, aunque la administracién de ambos bociégenos indu-
jo, tanto en el contenido de I127 en tiroides como en el PBIl plas~
mético, una disminucién con respecto a los valores de estos paré-
metros en los grupos controles, no habfa diferencias en estos da-
tos que justificaran el porqué las ratas tratadas con PTU desarro-
llaban bocios mayores que las tratadas con CIO4K.

En los niveles de insulina en plasma, se observaban
cambios paralelos a los presentados por los pesos de los tiroides.
Esto es, las ratas tratadas con PTU, que desarrollaban grandes
bocios, mantenian niveles de insulina en plasma mucho mayores

que las tratadas con ClO K, que desarrollaban bocios més peque-~

4
hos,

L.a diferencia encontrada entre los pesos de los tiroides
de los animales sometidos a C!O4K y los tratados con PTU, se
manifestaban, asimismo, en las ratas adrenalectomizadas., Sin
embargo, las ratas adrenalectomizadas tenian un bocio de tamafio

significativamente mdés pequeno que el de los animales intactos, cual-
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quiera que hubiese sido el bociégeno empleado, Hasta tal punto
afecté la adrenalectomia el tamafio del bocio que se puede decir,
que las ratas (A) tratadas con C|O4K no lo desarrollaban, pues-
to que el peso de sus tiroides era igual al de los animales con-

troles (A) (Fig. 13).

L_as diferencias encontradas entre el tamafio del bocio
de ratas (1) y el de las ratas (A) que recibfan los mismo bocié-
genos, no podia estar justificada por una diferente intensidad de.,
tratamiento, ya que, como ya se indicé en el caso del PTU, és-
te era inyectado. En el caso de los animales a CIO4K, las can-

tidades ingeridas por los dos grupos fueron practicamente iguales

(Tabla 6).

En animales controles, la adrenalectomia afecté signifi-
cativamente la captacién de 113l por el tiroides e indujo una dis-
minucién en el por ciento de DlT*. Sin embargo, los por cien-
tos de los restantes compuestos iodados no fueron grandemente
alterados., Si hubo diferencias en el F’Bl]3l del plasma, lo que

indicaria que el tejido tiroideo de los animales intactos era més

activo en cuanto a secrecibn que el de los adrenalectomizados.

Tanto en ratas (1) como en las (A), la captacién del

131 . T
1 por el tiroides fue significativamente disminuida por el trata-

miento con ambas drogas bociogénicas y este efecio estaba més

aceniuado en las ratas tratadas con ClIO K que con PTU, Asi-

- 4
. 131 s e e e
mismo, el PBI fue significativamente disminuido por ambos tra-
mientos tanto en ratas (1) como en ratas (A). Sin embargo, el

131
PTU provocé una mayor disminucién del PBI que el CiO4K



—
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en ambos grupos de animales,

El tratamiento con cada una de estas drogas bocio-
génicas indujo una disminucién estadisticamente significativa en
los por cientos de "1"4;k % DIT*, lo que iba acompafiado por un
aumento del de MIT", siendo estos efectos més intesos en las
ratas .t'r"atadas con PTU que en las de CIO4K. E stos cambios
se observaron tanto en las ratas (I) como en las (&), Como
consecuencia de estos cambios en los porcentajes de iodoamino-

%

4cidos, los cocientes MIT*/DlT y T3*/T4* aumentaron en las

ratas tratadas con antitiroideos con respecto a los controles, E|

-131

contenido de | en los dos grupos de ratas tratadas con PTU

era muy superior al de los otros grupos.

L_a adrenalectomia no alteré grandemente los por cientos
de los iodoamino&cidos de los animales tratados a CIO4K o PTU,

L.os resultados obtenidos en este experimento ponen
de manifiesto que en auséncia de las adrenales y consecuentemen-
te de todas las hormonas producidas por esta gldndula, el peso
del tiroides de las ratas tratadas con PTU o CIO4K era mucho
menor que en el animal intacto. Es‘te efecto estd mas acusado en
la accién bociogénica del PTU que en la del OIO4K. Este hecho
podia tener numerosas causas, y una de las primordiales de con-
siderar era que hubiese diferencias en los niveles de hormona ii-

rotropa en plasma, entre animales (1) y (A) tratados con antitiroi-

deos,

En los animales adrenalectomizados la sintesis y secre-
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cién de ACTH est& muy estimulada, ya que existe un sistema
¥ieed-back" negativo de interregulacién entre las adrenales e
hipéfisis, de forma que una disminucién de los niveles corticoi-
des en plasma estimularia la funcién adenohipofisaria a aumentar
la sintesis de ACTH, situacién que en el animal adrenalectomi-
zado esta llevada al méaximo., Por otra parte, al tratar con anti-
tiroideos a estos animales, se induce una inhibicién en la sinte-
sis de las hormonas tiroideas y como consecuencia una disminu-
cién de los niveles de estas hormonas en plasma. Esta disminu-
cién, junto con la accién del TRH (factor hipotal&dmico estimulador
del TSH), constituyen los dos mecanismos que estimulan a la ade-
nohipdfisis a aumentar su sintesis de TSH, O sea, en el animal
adrenaledtomizado y tratado con bociégenos, la adenohipéiisis tie-
ne que sintetizar dos de sus hormonas, ACTH y TSH, a un rit-
mo mayor que el normal, mientras que en el animal intacto trata-
do con antiliroideos sélo estd aumentada la sintesis de TSH, Y
es posible que en el animal (A) y tratado con bociégeno la sinte-
sis y secrecién del TEH no pueda ser mantenida al mismo ritmo
que en el animal intacto, aunque en ambas situaciones reciban el
mismo estimulo, ya que los dos grupos de animales tienen el con-

127
tenido de | 2 en tiroides y el PBIl plasmético igualmente bajos.

Nos parecié del mayor interés obtener datos con res-
pecto a los niveles de TSH en plasma de animales (1) y(z\) tra—
tados con antitiroideos, y estudiar la respuesta de ambos grupos

de animales al tratamiento con TSH exégeno,

Ademd&s de obtener los datos de TSH, quisimos ver

si la falta de respuesta del peso del tiroides al tratamiento ‘con bo-
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cibgenos de las ratas adrenalectomizadas podia deberse a la fal-
ta de glucocorticoides, Para aclarar estos puntos realizamos el

siguiente experimento.



EXPERIMENTO I,

Efecto de la adrenalectomia en el desarrollo del bocio inducido por

PTU, Efecto de la administracién de TSH v corticosterona.

Ratas machos con un peso inicial de 65-80 g se divi-
dieron en dos grupos principales: (1) y (A)., Diez dias después
de la adrenalectomia cada grupo fue dividido en dos. Uno de los
cuales se alimentéd con la dieta habitual suplementada con iodo,
L.os otros dos grupos fueron alimentados con la misrna dieta sin
agregarle jodo, siendo inyectados con 3 mg de PTU/rata/dia en
1 ml de salino durante 12 dias; (1) + PTU y (A) I PTU, sien-
do los otros dos grupos inyectados con salino. Tres dias después
de comenzado el tratamiento con bociégeno, un grupo de (1)

L PTU o (A) 1 PTU se inyectaron con 3 U TSH/rata/dia (Am-
binon de Organon) en 1 ml de salino, Otro grupo de ratas (A) &
+ PTU se inyectaron con 500 Jo de corticosterona/rata/dia (Sig-
ma Chemical Co.) en 1°'ml de salino. lLLos grupos de animales

no tratados con TSH o corticostercna se inyectaron ;:;on 1 ml de
salino, Tanto el TSH como la corticosterona se administraron has-
ta el final del periodo de experimeﬁtacién. Todos los grupos reci-

bieron salino como bebida, \

lL.as Tablas 9 y 10 y la FFig. 14, muestran algunos da-
tos de este Experimento. El pesc corporal de los animales adre-
nalectomizados fue significativamente menor que el de los intactos.
Este efecto de la adrenalectomia no se habia puesto de manifiesio

en el Experimento ll, en donde las ratas fueron sacrificadas a
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Figura n2 14,

Peso de tiroides y niveles de TSEH en plasma (unidades
arbitrarias de rata) de animales intactos(l) y adrenalec~
tomizados (A) tratados con 3 mg de PTU rata/dia duran-
te 12 dias, y de los inyectados con 3 U de TSH/rata/dia
o con 500 ug de corticosterona rata/dia durante los dltimos
9 dias de tratamiento con bocibégeno. L.os datos presentados
son medias 1 DS de 8-12 ratas/grupo, y corresponden a
los animales del Experimento Ill, L.os asteriscos indican la
siginificatividad de las diferencias entre dos grupos: kik:
p<0,01; kik: p <« 0,001; n.s.: no significativo (p >»0,05).



tiempo més corto después de la operacién. El aumento de peso
corporal de los distintos grupos de ratas (1) o (A) no se afec-

t6 respecto a sus controles por el tratamiento con PTU,

L.os indices de la funcién tiroidea, como contenido de
1127 en tiroides y PBIl en plasma, los animales (A) mantuvieron
los mismos valores que los (1). EI tratamiento con PTU indujo
una disminucién estadisticamente significativa de los niveles de es-

tos dos parémetros y su efecto fue igualmente intenso en todos los

grupos.

L _os niveles de insulina y de glucosa en plasma eran igua-
les en todos los grupos de ratas (1) o (A), tratadas o no con
PTU, aunque parece notarse ligero aumento en el grupo de ratas

(A) tratado con corticosterona.

Por no tener determinaciones individuales del contenido
de GH en hipéfisis es muy dificil juzgar si hubo o no diferencias
entre los distintos grupos. Pero parece que las hipéfisis de las
ratas (A) tenfan menor contenido que las de los animales (I},

El tratamiento con PTU indujo una intensa disminucién en el con-
tenido de GH hipofisario en todos los grupos, siendo quizds més

intenso en los grupos tratados ademds con TSH (Tabla 10).

L.as ratas (1} tratadas con PTU desarrollaron un bocio
de tamafo significativamente mayor que el de los animales (A) 1
I PTU, Sin embargo’, esta diferencia en el peso del tiroides de
ambos grupos de animales no podia justificarse por el contenido

de iodo en tiroides ni por los niveles de PBlI o TSH en plasma,



que eran los mismos en los dos grupos de animales (1) o (A)

tratados con este antitiroideo.

El tratamiento con TSH exégeno indujo un aumento sig-
nificativo en el peso de los tiroides de ratas intactas tratadas con
PTU, Sin embargo, en las ratas (A) sometidas al mismo bocié-

geno, el tratamiento con TSH exégeno no tuvo ningin efecto.

LLa administracién de 500 j;g de corticosterona a ratas
(A) tratadas con PTU indujo un aumento significativo en el peso
de los tiroides sobre los valores encontrados en el grupo de (A)L
1 PTU, alcanzando los valores del grupo de (1) + PTU (Fig.
14) . |

En los resultados de este Experimento, volviamos a
encontrar que los animales (K), en donde los niveles de ACTH
son muy altos, responden al tratamiento con PTUWU con mucha me-
nor intensidad que los animales (l), a pesar de que ambos gru-
pos de ratas tenfan los mismos niveles de TSH, E| tratamiento
con TSH exégeno, que fue efectivo a nivel de peso de tiroides

en ratas (1), no lo fue en ratas (A),

Por otra parte, el que se obtuviera un aumento signi-
ficativo del peso del tiroides de ratas (A) tratadas con PTU cuan-
do se les administré corticosterona, pone de relieve la importan-

cia de los glucocorticoides en esta situacién,

Quedaba, pues,aclarado que el ACTH en si no tenia

accién sinérgica con el TSH a nivel de crecimiento del tiroides.
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Se habfa descrito anteriormente (Escobar del Rey vy
cols., 1968; Jolin y cols., 1970) que en el animal intacto trata-
do con antitiroideos, la administracién de insulina inducia un au-
mento del peso de los tiroides. ¢ Tenfa la insulina alglin efecto
en el tamafio de los bocios de las ratas (A)? E| estudiar este
punto era sumamente interesante pues &l nos podia aclarar el
mecanismo por el que la insulina producia un aumento en el pe-

so de los tiroides de animales (l) tratados con bociégenos,



EXPERIMENTO IV.

Y

e
3

o

Efecto de la insulina sobre el peso del tiroides de ratés ir;tac—

tas (1) v adrenalectomizadas (A) tratadas con CIOL,‘K o PTU }

1 CIO K.,
i cio K,

Ratas intactas (1) y adrenalectomizadas (A) se dividie-
ron 1 dia después de la adrenalectomia en los grupos siguientes:
(1) + PTU; (1) o (A) con CloK y (1) o (A) con PTU &

8 CIO4K. El tratamiento con antitiroideos duré 12 dias. Tres
df_as después de iniciado este tratamiento, subgrupos de ratas

(1) o (A) tratadas con ClOaK o PTU L CIO4K se inyectaron
i.p. con 0,05 U de insulina/rata/dia (Novo Lente) en 1 ml de
salino hasta el final del periodo de experimentacién. En los ex-
perimentos en los que estd descrito que la insulina aumenta el
peso del tiroides de ratas tratadas con bociégenos, usaron 0,2
U de insulina/rata/dia. Nosotros intentamos usar en principio
esta misma dosis, pero las ratas adrenalectomizadas no sopot-
taban tan alta cantidad, muriendo un gran ndmero de animales,
por lo que tuvimos que emplear una dosis de insulina méas baja.
L.os grupos no tratados con insulina se inyectaron a diario con
el mismo volumen de salino. Todos los grupos de ratas bebieron
salino durante el tiempo que durd el experimento. EI PTU en do-
sis de 3 mg/rata/dia fue inyectado i.p. a diario en 1 mi de sali-
no, EI C!O4K se administré en la bebida al 1 %. Cada mafana

se midié la cantidad de salino o salino + CIO4K bebida por cada

grupo,

Las Tablas 11, 12 y 13 y las Figs, 15 y 16, repre-
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TABLA 13.- Salino o salino ¢ CIO4K bebido por los diferen-
tes grupos durante el periodo de experimentacién

Grupos mi / rata / dia
I PTU (1) : 23.3 L 5.1
L cio,K (1) 8.7 + 1.1
1 CIO4K (X) 12.9 § 5.6
Vv PTU & ClOaK (1) 10.2 + 3.
VvV PTU ¢ cno4|< (A) 11.1 & 3.3
Vi CIO4K } insulina (1) 9.6 1 1.2
VIl CIO K ¢ insulina (AX) 12,7 + 3.6
VIIIPTU ¢ CIO4K + insulina (1) 10.4 4 2.6
IX PTU 4 CIO K 1+ insulina (A) 11.6 £ 0.9

E stadistica. Valores de p:

1l vs, n.s.k
vV vs, V n.s.
11 vs, VI n.s.
i vs, VI n.s.
IV vs. VI . n.s.
VvV  vs, IX n.s.

Los datos presentados son medias + DS de 4-7 ratas/grupo y
corresponden a los animales del Experimento IV,

n.s. = no significativo (p > 0.05)
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Intactas Adrenalectomizadas

+insulina +insulina

PESO DE TIROIDES

Figura no 15,

Peso de tiroides de ratas intactas (l) y adrenalectomizadas
(A) tratadas con PTU, CIO,K o PTU 1 CIO4K durante

12 dias, y de las inyectadas con 0,05 U de insulina/r*ata/dfa
durante los Ultimos 9 difas de tratamiento con bociégenos, L.os
resultados presentados son medias + DS de 4-7 r‘atas/ghupo,
y corresponden a los animales del Experimento IV, lLLos aste-
riscos indican la significatividad de las diferencias entre dos
grupos: %k: p<0,01; n.s.: no significativo (p>0,05).



TSH

(mU/mt)

intactas Adrenalectomizadas

+ Insulina + Insulina
10 =
0
PTU Cl 04K

Figura n2 16,

Niveles de TSH (unidades arbitrarias de rata) en plasma de ra-
tas intactas (1) y adrenalectomizadas (A) tratadas con PTU,
Cio,K y PTU + CIO4K durante 12 dias, y de las inyectadas

con 0,05 U de insulina/rata/dia en los dltimos 9 dias de tratamien-
to con bociégeno, L-os resultados presentados son valores en el
pool de plasmas de cada grupo, V. corresponden a los animales
del Experimento IV,



sentan los resultados de este experimento.

El aumento de peso corporal durante el periodo de ex-
perimentacién fue el mismo para las ratas (1) o (A) tratadas con
los distintos antitiroideos., EI tratamiento con insulina no afecté el
peso de los animales en la mayoria de los grupos. Sélo el grupo
‘de (K) 1 PTU ¢ CIO4K 4 insulina mostré un aumento de peso
significativamente inferior al grupo analogo de ratas intactas.. E|
peso de las hipéfisis, en valor absoluto o relativo, presentan
igual valor en los distintos grupos de animales, L.os animales tra-
tados a PTU mostraron un peso absoluto y relativo de las adrena-

les superior al de las ratas tratadas con CIO K (p < 0,05). Por

otra parte el tratamiento con insulina indujo un4 aumento significati-
vo en el peso de las adrenales de los grupos (1) ¢ CIO4K y
(1) 3 PTU + CIO K. (Tabla 11).

lL_as ratas (1) tratadas con PTU desarrollaron un bo-
cio de tamafio superior al de las CIO4K (p<0,001), mientras
que el grupo (1) + PTU' L CIO4K desarrollaron un bocio cuyo
peso absoluto era intermedio al de los grupos que recibfan ambos
antitiroideos por separado, o sea, estadisticamente inferior al de
los animales tratados con PTU (p<0,05), y superior al de los
tratados solo con O|O4K (p<0,001). En el peso relativo del ti-
roides se encontraron diferencias anélogas entre los grupos con-
siderados: (I) + PTU > (1) + PTU } Clo K > (1) ¢+ Cio K.
Sin embargo, estas diferencias entre el peso del tir‘oides de estos
tres grupos no estaba justificada por el contenido de iodo en tiroi-

des ni por el PBIl en plasma, que eran igualmente bajos en los

tres grupos de animales, ni por los niveles de TSH que eran igual-
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mente altos, aunque quizds un poco més alto en el grupo (1)
1 PTU L CIO4K que no era precisamente el grupo que desarro-

llaba los bocios mayores. (Fig. 15y 16).

Solamente encontramos diferencias en los niveles de
insulina en plasma., Las ratas tratadas con PTU, que eran las
que desarrollaban los mayores bocios, mantenian niveles de in-
sulina en plasma muy superiores al de los grupos tratados con
o;oaK (p<0,001) o PTU ¢ C|O4K (p< 0,01).

L.a adrenalectomia, como en los experimentos anterior-
mente descritos, afecté intensamente el desarrollo del bocio, lL.as
ratas (A) tratadas con CIO4K o PTU 1} CIO4K tenf an un peso
de tiroides mucho menor que el de los respectivos grupos de ra-
tas (1), siendo este efecto mé&s acusado en los animales tratados

a PTU ¢ CIO4K que en los de CIO K, A pesar de las diferen-

4
cias encontradas entre los animales (1) o (&), ambos grupos
mantenfan igual contenido de iodo en glédndula y niveles de PBI
o TSH en plasma, y tampoco los niveles de insulina podian justi-

ficar estas diferencias ya que tanto las ratas (1) como (A) a CIO4K

o PTU I CIO4K mantenian iguales -niveles,

L_a administracién de insulina indujo un aumento del pe-
so de los tiroides de ratas (1) tratadas con CIO4K o PTU L
CIO4K. Sin embargo, dicho tratamiento fue inefectivo en los anima-
les (A) que recibfan los mismos antitiroideos. L.a respuesta del
peso de los tiroides de las ratas (1) al tratamiento con insulina

ocurrié sin que se produjeran cambios en los niveles de TSH

y demdas parémetros de la funcién tiroidea,

-
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Ademés la diferencia eﬁ el peso de los tiroides de las
ratas (1) o (A) tratadas con CIO,K o PTU CIo, K, inyecta-
das o no con insulina, tampoco se podia justificar sobre la base
de las cantidades de antitiroideos ingeridas por los distintos gru-
pos. En el caso del PTU, no cabe la posibilidad de que unos
grupos estuviesen tratados de una forma més intensa que otros

puesto que se inyectaba. En cuanto al CIO K, la Tabla 13 mues-

4
tra que no hubo diferencias entre las cantidades de salino LCIO4K
bebida por los diferentes grupos de ratas durante el periodo de

experimentacién.

L.os resultados de este experimento confirmaban lo ha-
llado en los anteriores, lL.a adrenalectomia impedia el pleno desa-
rrollo del bocio inducido por el tratamiento con PTU, CIO4K o
CIO4K 1 PTU, Por otra parte, el tratamiento con insulina aunque
indujo un claro aumento en el peso del los tiroides de los animales
(1) tratados con antitiroideos como en ocasiones anteriores, fue
inefectivo en ratas adrenalectomizadas, Este hecho, junto al aumen-
to del peso de las adrenales de los grupos de ratas intactas tra-
tadas con insulina respecto de las no tratadas, y que el efecto de
la adrenalectomia sobre los pesos del tiroides se revierta por la
accién de la corticosterona hacia los valores encontrados en ratas
intactas, sefalaban la importancia de las adrenales, y por consi-
guiente de los glucocorticoides, en el mecanismo de la bociogéne-
sis, y en el mecanismo por el que el tratamiento con insulina in-
duce un aumento del peso de los tiroides de ratas tratadas con anti-
tiroideos. Por estos hechos, consideramos de gran interés el es-
tudio de la accién de los corticoides sobre el peso de los tiroides

de ratas intactas y de las tratadas con antitiroideos,
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El primer problema que se nos plantedé fue qué dosis
de glucocorticoides deberiamos usar en nuestros experimentos.
L_a consideracién de las dosis empleadas por otros autores (Ta-
blas 1 a, b, c) pof una parte y el que nosotros quisieramos
realizar nuestros experimentos con cantidades de corticoides lo
md&s cercana posible a lo que podrian ser los niveles fisiolégicos
de estas hormonas en plasma, nos hizo realizar este primer ex-
perimento en el que estudiamos el efecto de diferentes dosis de

corticosterona sobre varios parédmetros de la funcién tiroidea.
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EXPERIMENTO V,

Efecto _de diferentes dosis de corticosterona sobre la funcién tiroi-

dea de ratas tratadas con PTU,

Un grupo de ratas machos de 60-75 g, se sometieron
durante 16 dias a una dieta de bajo contenido en iodo, recibiendo
PTU en el agua de bebida a una concentracién de 0,05 %. Tres
dias después de iniciado el tratamiento, cada uno de los grupos
se dividié en cuatro subgrupos, uno considerado como control, y
tres que se inyectaron s,c. con 0,2, 1 6 5 mg de corticostero-
na/r‘ata/dfa, respectivamente, en suspensién en 1 mil de salino,

El grupo control se inyecté a diario con 1 ml de salino. Este
tratamiento durdé hasta el final del periodo de experimentacién,
L.a inyeccién se hace subcutaneamente y en suspensién, para con-

seguir una absorcién més lenta, con lo cual, el periodo de ac-
cién del corticoide es méas prolongado. Todas las inyecciones se

hacfan preferentemente pbr la tarde, alrededor de las 17 horas,

Doce horas antes del sacrificio, todos los animales se inyectaron
. 131 - . .

con 20 nd de 1 . Se sacrificaron todos un mismo dia entre

las nueve y diez de la mafana.

L.as Tablas 14, 15y 16 y las Figs. 17 y 18, repre-
sentan algunos de los datos correspondientes a este Experimento,
Se incluyen datos pertenecientes a ratas controles de la misma
edad, para poner de manifiesto la accién del PTU sobre algunos
paré&metros, como contenido de iodo en tiroides, iodo ligado a pro-

tefnas plasmaéticas, crecimiento, etc. L.os efectos del PTU fueron
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PESO DE TIROIDES
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O:ptu ~ B:PTus+02mg B.PTu+img
N:pTU+5mg Corticosterona

Fiqura n2 17.

Peso absoluto y relativo de tiroides de ratas a PTU durante
16 dias y de grupos a PTU tratados con distintas dosis de
corticosterona diariamente durante los 13 Ultimos dfas de trata-
miento con bociégeno. L.os datos presentados son medias

1 DS de 6 r*atas/gr‘upo, y corresponden a los animales del

E xperimento V. L.os asteriscos indican la significatividad de las
diferencias entre dos grupos: %: p < 0,05; dk: p<0,01; dkk:
P<0,001; n,s.: no significativo (p>0,05).
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+02 +1 +5 mg

[ o

N
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Figura n2 18.

Contenido de GH en pool de hipdéiisis, en gel de polia~
crilamida, de ratas a PTU y de grupos a PTU que’
recibfan distintas dosis de corticosterona. e incluye
un patrén correspondiente a animales controles de la
misma edad, para poner de manifiesto el efecto del hi-
potiroidismo sobre el contenido de GH en hipéfisis. Los
datos corresponden a los animales del Experimento V,
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en todo semejantes a los observados en Experimentos anteriores.

L.a administracién de la dosis més alta de corticostero-
na disminuyé significativamente el aumento de peso corporal., EI

peso del higado aumenté significativamente por la administracién de

las dos dosis mayores, y el de los rifiones aumenté en los anima-
les tratados con 5 mg de corticosterona., Sin embargo, el.peso
de las adrenales disminuyd significativamente por la administracién

de las tres dosis del glucocorticoide,

El tratamiento con las tres dosis de corticoide produjo
un aumento significativo del tiroides, comparado con el de los ani-
males que sélo recibfan antitiroideo (Fig. 17). No obstante, no
encontramos una relacién lineal entre las dosis y la respuesta,lo
que quiz8s pueda deberse a que las dos dosis méas altas emplea-
das han inhibido los niveles endégenos de corticosterona, posibi-
lidad sugerida por el menor peso de las adrenales de estos dos

grupos. .

En aquellos casos en que la administracién de corticos-~
terona ha inducido un aumento del peso del tiroides de las ratas
tratadas con PTU, esta diferencia no se puede justificar por el
contenido de iodo en tiroides ni por los niveles de PBIl en plas-
ma que son igualmente bajos en todos los grupos, lo que demues-
tra que todos los animales tienen un hipotiroidismo del mismo gra-

do,

El tratamiento con corticosterona no afecté alos nive-

les de insulina excepto en las dosis mdéas alta. Se encuentra un



135

efecto semejante en los niveles de glucosa.

En la Tabla 15, se muestra la distribucién del Ypool" in-
tratiroideo marcado con radiociodo. lL.os grupos de animales trata-
dos con PTU muestran un patrén de distribucién de iodoaminoéci-
dos marcados intratiroideos muy distinto al que presentan las ra-
tas noFmales. El tanto por ciento de captacién del ll3l estd muy
disminuido asi como los por cientos de DIT  y T3Jk y T/:k.. Por
el contrario el tratamiento con PTU indujo un aumento en el por
ciento de MlT* y sobre todo de l—k, lo cual es indicativo de que
tanto la iodacién como el acoplamiento de iodotirosinas para dar
lugar a la sfntésis de iodotironinas estid. muy disminuido po‘r' el tra-

tamiento con este antitiroideo, lo que hablfamos ya encontrado en

el Experimento IlI.

La administracién de corticosterona aumentdé significativa-
mente la proporcién relativa de todos los iodoaminoacidos tiroideos,
a la vez que disminuy6 el contenido de radioiodo en forma de 1.
El cociente MIT*/DIT*' disminuyé ligeramente en los grupos trata-
dos con corticosterona, lo que indica un mayor aumento en la ulte-
rior iodacién de MIT}k a DIT*. Simultdneamente, la proporcién
de radioiodo transformado en hormona (’1'3’k y T4*) aumenté sig-

nificativamente con el tratamiento de corticosterona.

L_a electroforesis de los homogenados de hipdfisis en gel
de poliacrilamida (Fig. 18) mostré que a medida que aumenta la
dosis de corticosterona administrada a los animales, la banda co-
rrespondiente a la hormona de crecimiento (GH) aparecia con ma-

yor intensidad comparada con la de los animales tratados sélo a
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PTU, en cuyas hipéfisis précticamente habia desaparecido di-
cha banda. Con la dosis mas baja de corticosterona este efec-
to no fue tan intenso, aunque se visualizé un incremento con

" respecto a los animales tratados sélo con PTU,

A la vista de estos resultados decidimos que en los
'pr*éxinrlw.ds experimentos usariamos dosis pequefias de corticoides,
alrededor de 200 yg/r‘ata/dia, que no afecta el peso de éréanos,
como higado o rifién, y aque influye minimamente en el peso de las

adrenales,

L.os resultados de este Experimento parecen confirmar
la idea de que la administracién de corticoides aumenta el peso
del tiroides de ratas tratadas con antitiroideos. Nos parecié inte-
resante comprobar si este efecto de la corticosterona aumentando
el peso del tiroides de ratas tratadas con PTU, se producia asi-
mismo en animales tratados con otros bociégenos, comprobando
si este efeclo de los glucocorticoides era una accién particular re-
lacionada con los multiples efectos extratiroideos del PTU (Screeb-
ny y cols., 1962; Fregly y Tailor, 1964; Fregly y cols., 1960),

o se podia hacer extensivo a otros antitiroideos,
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EXPERIMENTO VI,

Efecto de la corticosterona en el peso del tiroides de ratas trata-

das con PTU o CIO K,
{21

V arios grupos de ratas con un peso Inicial de 85-95 g
se sometieron a una dieta de bajo contenido en iodo durante >2.0 6
35 dias, al mismo tiempo que fueron tratadas con PTU o CIO4K.
l_as dos drogas se les administraron en el agua de bebida a las
concentraciones de 1 % y 0,05 %, respectivamente, L.os animales
controles fueron alimentados con la misma dieta suplel;nentada con
iodo y bebieron agua destilada. Tres dias después de iniciado el
tratamiento con antitiroideos cada grupo se dividié en dos. Uno de
ellos se inyectaba a diario s.c, con 0,2 mg de corticosterona,
(Sigma Chemical Corp.) en 1 ml de salino: Clcorticosterona,
CIO4K 1 corticosterona y PTU § corticosterona., lL-os otros tres
grupos se inyectaron con 1 ml de salino: Clsalino o PTU { sali-

no. Todos los tratamiento se hacian sobre las nueve de la mafa-

na,

L.as Tablas 17, 18, 19 y 20 y las Figs. 19, 20, 21,
22 y 23 muestran algunos datos de los animales de este Experi-

mento,

El aumento de peso corporal fue menor en los anima-
les tratados con antitiroideos durante 20 6 35 dias, siendo este
efecto mé&s intenso en las ratas tratadas con PTU que en las de

CIO4K, era méas patente a los 35 que a los 20 dias de experimen-
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Figura n2 19, e

Peso absoluto y relativo de tiroides de ratas tratadas con PTU
o CIO,K durante 20 6 35 dias, y de las inyectadas con 0,2 mg
de corticosterona/rata/dia en los ultimos 18 6 33 dfas de trata-
miento con antitiroideos, respectivamente, y de los controles

de su misma edad. L-os datos presentados son medias { D&

de 7-8 ratas/grupo, y corresponden a los animales del Experi-
mento VI, L.os asteriscos indican la significatividad de la dife-
rencia entre dos grupos: k: p<0,05; &k: p<0,01; kkk: p< 0,001
n.s.: no significativo ( p>0,05).
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Figura n2 20.

Niveles de TSH (unidades arbitrarias de rata) en plasma de
ratas tratadas con PTU o CIO K durante 20 6 35 dias, y
de las inyectadas con 0,2 mg de corticosterona/rata/dia en
en los dltimos 18 6 33 dias de tratamiento con antitiroideos,
respectivamente, l.os datos corresponden a los animales del
Experimento VI, '
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Figura n2 21.

Correlacién entre los pesos absolutos de tiroides y los corres-
pondientes niveles de insulina en plasma de ratas tratadas a
PTU o CIO4K durante 20 6 35 dias, y de las inyectadas con
0,2 mg de corticosterona en los ultimos 18 6 33 dias de trata-
miento con antitiroideos, respectivamente, L.os datos correspon-
den a los animales del Experimento VI,

+« Corticosterona
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Figura n2 22.

Correlacién entre los pesos relativos de tiroides y lgs=%t \\espondie_g
tes niveles de insulina en plasma de ratas tratadas®cdn 45\ o
ClO4K durante 20 6 35 dias, y de las inyectadas con."a’@rtncg$ter~ona
en los Ultimos 18 & 33 dias de tratamiento con anutlr‘ovdéos ;‘eapec—
tivamente, L os datos corresponden a los ammales del Expemmento

VI, . )
N o
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Figura n2 23,

Correlacién entre los pesos absolutos de tiroides y
los correspondientes pesos absolutos de las adrenales,
de ratas tratadas con PTU o CIO, K durante 20 6

35 dias. L-os datos corresponden a los animales del
Experimento VI ,
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tacién, ya que los animales a PTU o CIO4K habfan alcanzado
el plat6 en su curva de crecimiento ya al tiempo m&s corto, Co-
mo el grupo control segufa su crecimiento a ritmo normal, las
diferencias resultan fnés acusadas. E| aumento de peso, tanto
de los animales tratados con cada uno de los antitiroideos como
el de sus controles, a los dos tiempos estudiados, no se alteré
en general por el tratamiento con la dosis de corticosterona usa-
da, y sélo el grupo a PTU mostré una disminucién significativa

en el aumento de peso con el tratamiento de mayor duracién.

Al tiempo mdas corto de experimentacién, el peso rela-
tivo de las adrenales de las ratas tratadas con cada uno de los
antitiroideos era significativamente inferior al de sus controles, a
un nivel de significancia del 5 % y 1 %. Diferencias andlogas se
observaron en el peso absoluto, siendo 24,6 + 4,5 y 23,042,8
para los animales tratados a CIO4K y PTU respectivamente, y
35,7 + 5,5 para los controles. A los 35 dias, el peso absoluto

de las adrenales de los grupos con CIO K o PTU era 20,041,7

4
y 24,2%+2,1 en el mismo orden anterior y 41,3%3,8 para sus
controles, siendo significativas las diferencias entre los grupos a
cada una de las drogas bocibégenas y el grupo control, Sin em-
bargo, el peso relativo de las adrenales de los animales tratados
con PTU era igual al de los controles, siendo el de las ratas tra-
tadas con CIO4K estadisticamente inferior a ellos.{p< 0,01).No
hubo diferencias enire el peso absoluto o relativo de las adrena-
les de los animales tratados con CIO4K o PTU a los 20 dias,
pero a los 35 dias el grupo tratado con PTU tenia adrenales més

grandes que las del CquK. El tratamiento con corticosterona du-

rante 18 dias disminuyé significativamente el peso de las adrenales



de los animales controles y el de los tratado con CIO K, mien-

4
tras que a los 32 dias sbélo afecté al de las ratas a PTU,

El peso de las hipéfisis, tanto en valor absoluto como
en el relativo, fue superior en los animales tratados con cada
uno de los antitiroideos al de los controles, sin haber diferencias
entre ellos a los dos tiempos de tratamiento. L.a administracién
de corticosterona no afecté dicho peso en ninguno de los grupos
estudiados,

L.a Fig. 19 representa el peso de los tiroides en valor
absoluto y relativo de todos los grupos de animales consideradoes
en este ekpehimento. El peso del tiroides de las ratas tratadas con
CIO4K o PTU aumenté con el tiempo de tratamiento, y fueron su-
periores al de los animales controles en valor absoluto o relativo,
a los dos tiempos considerados., Sin embargo, las ratas tratadas
con PTU desarrollaron un bocio de peso muy superior al de los
animales a CIO4K. Esta diferencia tanto en valor absocluto como
en el relativo, evidenciada a los 20 y 35 dias de tratamiento, no
estaba justificada por el contenido de iodo en tiroides ni por los
niveles de PBIl en plasma, que eran muy inferior al de los grupos
controles, pero précticamente iguales entre si. Asimismo, los ni-
veles de TSH en plasma de los animales a CIOaK o PTU esta-
ban igualmente altos, en los dos tiempos estudiados, O sea, a
juzgar por los indices de la funcién tiroidea, como contenido de
iodo en tiroides y niveles de ‘PBI y TSH en plasma por una parte,
y por otra, la consideracién que el crecimiento corporal, factor
muy sensible a los niveles de hormonas tiroideas circulantes, es-

taba muy inhibido, se podia deducir que en los dos grupos de ra-
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tas tratadas con CIO4K o PTU se habfa inducido un hipotiroidis-
mo de grado muy semejante, A pesar de ello se desarrollaron

bocios de muy distinto tamario,

Sin embargo, a los dos tiempos estudiados, pudo po-
nerse de manifiesto una clara diferencia entre los niveles de in-

sulina en plasma de ratas tratadas con PTU o CIO K, como en

4
anteriores experimentos, '

L-.a administracién de corticosterona no alteré el peso
del tiroides de los grupos controles ni indujo cambios en el con-
tenido de iodo en tiroides o en los niveles de PBl o TSH en plas-
ma. L.os niveles de insulina o glucosa en plasma tampoco se al-
teraron por este tratamiento, lo que nos indicaba que la dosis de
glucocorticoides empleada no era demasiado alta ya que no produ-

cf a alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Fig., 19).

Sin embargo, la administracién de corticosterona, du-
rante los dos tiempos considerados, indujo un aumento del peso
de los tiroides de los animales tratados con ClOaK o PTU, sien-
do igualmente efectivo en ambas situaciones, y aundque aparente-
mente lo fue mds en el grupo de animales tratados con PTU du-
rante 35 dias, ello puede ser consecuencia de que en este gru-
po los animales eran los de menor peso. Este efecto de la cor-
ticosterona sobre el peso de los tiroides de ratas tratadas con
CIO K o PTU, se produjo sin que hubiese cambios en ninguno de

4

los paré&metros considerados de la funcién tiroidea, Sobre todo,
no

es muy importante tener en cuenta que/alteré los niveles de TSH,

O sea, todos los grupos tratados con CIO4K o PTU con o sin



tratamiento con corticosterona, tenian los mismos niveles de
TSH en plasma y a pesar de ello desarrollaban bocios de muy

diferente tamafio, (Fig. 20).

L.a administracién de corticosterona provocé un aumen-
to de los niveles de insulina en plasma. de los animales tratados
con CIO4K, que fue significativo a los 20 dias pero no a los 35
dias de tratamiento con bociégenos, Este aumento de los niveles
de insulina no iba acompafado de cambios en los de glucosa. Sin
embargo, ni en los grupos controles ni en los animales tratados

con PTU la corticosterona indujo variaciones en los niveles de

insulina,

O sea, el aumento del peso del tiroides inducido por

corticosterona en ratas tratadas con ClO K, iba acompafiado por

. 4
aumento de los niveles de insulina en el plasma de dichos anima-
les respecto a los encontrados en los tratados sélo con CIO4K.
Sin embargo, estos cambios no tenfan lugar en los animales tra-

tados con PTU,

El hecho de que los animales tratados con PTU desa-
rrollen bocios de mayor tamano, al mismo tiempo que mantienen
niveles de insulina en plasma superiores al de las ratas tratadas

, que desarrollan bocios mé&s pequefos, parecia indi-

con CIO K
4 .
car, que en estos animales, ambos pardmetros podian estar re-
lacionados, En efecto cuando. el peso absoluto del tiroides de ra-
tas tratadas con CIO4K o PTU se consideraron en conjunto f{ren-
te a los correspondientes niveles de insulina en plasma, se en-

contré una correlacién positiva tanto a los 20 como a los 35 dias
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(Fig. 21). Considerando el peso del tiroides en valor relativo,
también se encontré una correlacién significativa a los dos tiem-
pos estudiados (Fig., 22). El tratamiento con corticosterona ha-
ce desaparecer esta correlacién existente entre el peso del ti-
roides y los niveles de insulina, en los animales que solo reci-
bian PTU o CIO4K, debido posiblemente a que la administracién
‘de esié corticoide fue capaz de provocar un aumento de los nive-
les de insulina en el caso de que éstos fueran 'nicialmente.bajos

(ratas tratadas con CIO4K), pero no en el caso de que éstos

fueran inicialmente altos (ratas tratadas con PTU),

El hecho de que los animales tratados con PTU, que
desarrollan grandes bocios, tengan asimismo mé&s grandes las
adrenales que los animales a CIO4K que desarrollan bocios pe-
quefios (35 dfas), nos hizo relacionar el peso de ambas glandu-

las, encontrando una correlacién positiva (Fig. 23).

L_os resultados encontrados en este experimento sobre
el hecho de que la corticosterona inducia un aumento en el peso
del tiroides sobre el observado en los animales que sélo recibian
PTU o CIO4K,nos llev6é a estudiar el efecto de otro corticoide,
la hidrocortisona,en el peso del tiréides de ratas tratadas con di-

versos antitiroideos,
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EXPERIMENTO VII,

Efecto de la _administracién _de hidrocortisona sobre el peso del

tiroides de ratas tratadas con diversos antitiroideos.

V arios grupos de ratas de un peso inicial de 65-70 g,
se sometieron a una dieta de bajo contenido en iodo durante 18
dias, al mismo tiempo que recibfan en el agua de bebida CIO4K
al 1 %0 PTU a 0,05 % o metilmercaptoimidazol (MMI) al 0,07%.
o SCNK al 1 %. EI grupo control se alimenté con la misma die-
ta suplementada con iodo y bebieron agua destilada. Dos dias des-
pués de iniciado este tratamiento, cada grupo se dividié en dos,
uno de los cuales se inyecté i.p. con 150 Y9 dg hidrocortisona
dos veces al dia, mafilana y tarde, hasta el final del periodo de

experimentacién, y los otros grupos se inyectaron con 1 ml de

salino, volumen en el que se administraba la hidrocortisona.

lLLas Tablas 21 y 22 y las Figs. 24 y.- 25 representan

algunos de los datos de este experimento.

L_a administracién de cada uno de estos antitiroideos re-
dujo el aumento del peso corporal con la misma intensidad res-
pecto al del grupo control. ElI mismo efecto se encontré en el pe-
so abscluto de las adrenales, excepto en el grupo tratado con
SCNK, El peso relativo de esta glandula sélo fue disminuido por
la administracién de CIO4K. l.os niveles de glucosa en plasma
estaban disminuidos ligera pero significativamente en los grupos

tratados con los distintos antitiroideos, menos en el de PTU, Con-

secuentemente con los niveles de glucosa, encontramos gue los



TABLA 21.- Peso de las adrenales y aumento del peso corporal
durante el tratamiento, de ratas a PTU, CIO K,
MML y SCNK durante 18 dias, inyectadas a diario
con 150 ug de hidrocortisona en los udltimos 16 dias
de tratamiento con bociégenos,y de controles de la
misma edad.

Adrenales Aumento del
Grupo mg ma/T00 5 pesogcorporal
I C ! salino 31.244.0 24,040.3 69+11
i CIO4K 4 salino 20.540.4 19.011.5 44311
m PTU L salino 24,.212.0 24.042.6 39114
IV MMI ¢ salino 26.741.0 25.34+4.6 40% 9
VvV SCNK I salino 27.842.7 24,341.0 46412
VI C { hidrocortisona 25.313.8 21.3%2.8 61% 7
Vil CIO, K I hidrocortisona 18.412.6 18.242.6 41+ 6
Vil PTU & hidrocortisona 21.012.2 20.642.5 39% 7
IX MMI L hidrocortisona 22.54+2.8 22.2%2.6 38% 4
X SCNK L hicortisona 22.742.4 23.4%2.2 39414

® @ 006 0 8 0 060000 000000

E stadistica., Valores de p:

i vs., VI < 0.05
I vs., VI n.s.
m vs., Vi < 0.05
vV wvs, IX ' < 0.05
Vo ovs., X <o.o01

El| peso inicial de los animales fue de 65-70 g. L.os valores presen-
tados son medias + DS de 7 ratas/grupo, de los animales correspon-
dientes al Experimento VII,

&

n.s. = no significativo (p> 0.05)
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PESO DE TIROIDES
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Figura n2 24,

Peso absoluto y relativo de tiroides de ratas a CIOaK,
PTU, MMI y SCNK durante 18 dias y de los correspon-
dientes inyectados con 150 ug de hidrocortisona/rata/dia
en los Ultimos 16 dias de tratamiento con los distintos bo-
cibégenos. lL.os valores presentados son medias + DS de
7 r‘atas/grupo, y corresponden a los animales del Experi-
mento Vi, Los asteriscos indican la significatividad de las
diferencias entre dos grupos: : p<0,05; %k: p<0,01;
*kk: p<0,001; n.s.: no significativo (p s 0,05).
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Figura n2 25,

Contenido de GH en pool de hipéfisis, en gel
crilamida, de ratas tratadas con CIO K, MMI, oy
SCNK durante 18 dias, y de los correspondientes in-
yectados con 150 ug de hidrocortisona/rata/dia en los
Glitimos 16 dias de tratamiento. lLLos datos corresponden

a los animales del Experimento VI,
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niveles de insulina de los distintos grupos de ratas son ligera-
mente menor (grupo de MMI o SCNK), claramente menor
(CIO4K) o igual (PTU) al del grupo control, Por lo tanto

la correspondencia entre los niveles de glucosa e insulina en
plasma de los distintos grupos no es perfectamente superponible.
L.a administracién de hidrocortisona, no afecté el aumento de pe-
'so cov."‘por*al durante el periodo de experimentacién, sin embargo
disminuyé el peso absoluto de las adrenales de todos los g}*upos,
menos el de CIO K pero en valor relativo sélo afecté al de los

4
animales tratados con PTU,

El tratamiento con hidrocortisona indujo un aumento
significativo en los niveles de glucosa, menos en el grupo trata-
do con SCNK, En cuanto a los niveles de insulina en plasma,
la hidrocortisona aumenté los de los animales tratados con CIO4K,

disminuyé el del grupo a PTU, y no afecté a los restantes,

l_a administracién de cada uno de estos antitiroideos
produjo una igual e intensa disminucién tanto en el contenido de
iodo en tiroides como en los niveles de PBIl en plasma, y estos
valores no se alteraron por la administracién de hidrocortisona.
A partir de estos dos par*émetr*os,‘cabr‘ia suponer que los gru-
pos de ratas tratados con cada uno de los antitiroideos incluidos
en este experimento, tenfan un hipotiroidismo de grado muy se-
mejante, pero sin embargo, desarrollan bocios de muy distinto
tamafio, tanto en valor absoluto como en relativo, siendo mayo-
res en los animales tratados con PTU o MMI y siguiéndole los
de SCNK vy CIO4K. L.a administracién de hidrocortisona no afec-

t6 el peso del tiroides del grupo control, pero provocé un aumen-

to significativo en el de los animales tratados con los diversos anh-



titiroideos, aunque no con la misma intensidad en los distintos
grupos, ya que en el caso de los animales tratados con CIO4P<,
eran significativos en valor relativo pero no lo eran en valor

absoluto (Fig. 24).

En la Fig. 25 se representa la electroforesis en gel
de poliacrilamida de los homogenados de hipdéfisis de ratas con-
troles, de los grupos a bocibégenos y de los correspondientes
animales tratados con hidrocortisona, EIl tratamiento con los dis-
tintos antitiroideos hizo desaparecer la banda de proteina corres-
pondiente a la GH, En los animales a SCNK y MMI, el trata-
miento con corticoides indujo una reaparicién de esta banda. En
los grupoé a CIOQK, aunque la banda de GH no estd claramen-
te definida, aparece en el lugar correspondinte un mayor oscu-
recimiento que el que se observa en los geles de los animales

que reciben solo bocidégeno.

Muchos de los resultados expuestos parecian indicar
que existia una estrecha correlacién entre el tamafio de los bo-
cios y los niveles de insulina en plasma. Este hecho siempre
lo habfamos encontrado en los animales con PTU, droga cuya
accién antitiroidea habfa sido muy estudiada en nuestro laborato-
rio, y que parece tiene una accién extratiroidea sobre la secre-
cién de insulina por el péncreas, por un mecanismo hasta ahora
desconocido por nosotros. Pero ademés, se han descrito otros
muchos efectos extratiroideos del PTU (Screebny y cols., 1962;
Fregly y Tailor, 1964; Fregly y cols., 1960). Nos parecié in-
teresante estudiar si el impedir los niveles altos de insulina en
plasma de las ratas tratadas con PTU, repercutia sobre el ta-

mafo del bocio inducido por esta droga.
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EXPERIMENTO VI,

Eifecto de la administracién de anticuerpo anti~-insulina sobre el

peso del tiroides de ratas tratadas con PTU,

Un grupo de ratas de un peso inicial de alrededor de
90 g recibieron una dieta pobre en iodo y bebieron agua destila~
da durante 10 dias. Durante este tiempo los animales se inyec-
taron i.p. a diario con 1 mg de PTU, E|l PTU se administré
de este modo para estar seguros de que cada animal recibia
la misma éantidad de antitiroideo, L.a mitad del grupo se inyec-
t6 i.p. a diario con anticuerpo anti-insulina (recibiendo cada ra-
ta 1/40 parte por dia del anticuerpo correspondiente a una cur-
va de "Kit" de radioinmunoensayo de insulina, Amersham, En-

gland), hasta el final del periodo de experimentacién.

LLa Tabla 23 y la Fig., 26 presentan los resultados de
este Experimenio, LLa administracién de anticuerpo anti-insulina
a ratas tratadas con PTU no alteré el peso final de los anima-

les, ni el peso de varios de sus érganos como higado, rifién,

H
testiculos, etc. Sin embargo, la administracién de este anticuer-
po disminuyé significativamente el peso del tiroides respecto al
encontrado en los animales tratados con sélo PTU., Esta dismi-
nucién en el tamafio del bocio se produce sin que haya diferencias

en el contenido de iodo en tiroides ni en los niveles de PBIl en

plasma, que lo pueda justificar,

Estos resultados parecen confirmar nuestra idea, de

que al disminuir los niveles de insulina, en este caso por la ad-
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Peso del Tiroides
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Efecto de la administracién de anticuerpo anti-insulina dureante
8 dias a ratas tratadas con PTU, Los datos presentados son
medias + DS de 6 r‘atas/grupo, y corresponden a los aninales
del Experimento VI, L.os asteriscos indican la significatividad
de las diferencias entre dos grupos: Xk: p< 0,01;&dck: p<t,001,
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ministracién de anticuerpo anti-insulina, en una intensidad que hi-
zo que estos animales mantuvieran unos niveles de glucosa en
plasma de 237121 mg/100 ml, mientras que los de los animales
tratados con sélo PTU tenfan una glucemia de 125:10 mg/100
ml, esto repercutia en que los animales desarrollaran un bocio
de mucho menor tamarfio, tanto en valor absoluto como en rela-

tivo.

L.os experimentos V, VI y VIl nos demostraban cla-
ramente que la administracién de corticoides en cantidades mu-
cho mé&s pequefias que las usadas por otros autores {Tablal a,
b y c) producfa un aumento del peso del tiroides de ratas tra-

tadas con antitiroideos, independientemente de cual fuera éste,

Tenfamos pues resultados que nhos confirmaban, que al menos
este parémetro de la funcién tiroidea es afectado por la adminis-
tracién de corticoides, y que ademéas, tenia lugar sin que se

evidenciaran cambios en los niveles de TSH,

Querfamos investigar el efecto de los glucocorticoides
sobre otros parémetros en la funcién tiroidea, y realizar esta
investigacién dentro de las condiciones fisiolégicas posibles, Pa-
ra ello, estudiamos la captacién por el tiroides de una dosis de
ll:)’l y su organificacién, a distintas horas del dia, en las que

es sabido que hay diferencias en la secrecién endégena de cor-

ticosterona (Allen y Kendall, 1967).



EXPERIMENTO IX,

. . . 131 .. . L.
Captacién y metabolizacién del 1 por el tiroides a distintas

horas del dia.

Ochenta ratas de un peso inicial de 117410 g se ali-
mentaron con una dieta de bajo contenido en iodo (0,07 yg/g de
dieta) y bebieron agua destilada durante 20 dfas. Al finalizar di-
cho tiempo, la mitad de los animales se inyectaron con 20 j:Ci
de 1131 a las 8 de la mafana, y la otra mitad recibié anélogo
tratamiento a las 6 de la tarde, Subgrupos de 5-6 ratas, de
cada uno de los grupos, se sacrificaron a diferentes horas de
un mismo dia. Al finalizar el periodo en el que les animales ha-
bfan estado sometidos a una dieta pobre en iodo, habian alcan-
zado un peso corporal de 168417 g, y el contenido de iodo en
tiroides y el nivel de PBIl en plasma eran de 0,3740,09 y 1,01
10,2, respectivamente, siendo el peso del tiroides de 22,646,2
y 13,942,8, en valor absoluto y relativo, Teniamos pues unos
animales que tenfan un tiroides hipertrofiado, con sélo estar so-
metidos a una dieta pobre en iodo. Este estado tiroideo lo habia-
mos querido producir, al objeto de ‘poder evidenciar cambios en
los par&émetros del metabolismo intratiroideo del jodo, a tiempos
cortos, lo cual hubjera side més dificil en un animal completamen-
te normal que tendria un metabolismo intratiroideo del iodo mucho

més lento.,

En la Tabla 24 y Figs. 27, 28, 29 y 30 se represen-

tan algunos de los datos de este expeirimento.
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Figura n2 27.

Captacién tiroidea (a distintos tiempos d& un m's.ry.@‘.dfa)
como % de una dosis de 1131 jnyectada a rdtas 8 las

8 horas (8 de la mafiana) o a las 18 horas(6 de la
tarde) . lLos animales habfan estado previamente duran-
te 20 dias, a una dieta pobre en iodo, L.os datos pre-
sentados son medias + DS de 5-6 ratas/grupo., L.os
asteriscos indican la significatividad de las diferencias
entre dos grupos: kkk: p < 0,001,
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Figura n2 28,

131 - .
V alores de PBI en plasma, a distintos tiempos de

un mismo dia, después de la administracién de ZOJJCi
de 1131 inyectado a las 8 horas (8 de la mafiana) o
a las 18 horas (6 de la tarde)., Los datos presenta-
dos soh medias + DS de 5-6 ratas/grupo, y corres-
ponden a los animales del Experimento X, L.os aste-
riscos indican la significatividad de las diferencias en-
tre dos grupos: ¥lk: p < 0,001,



PBl en plasma
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Figura n2 29,

. . . 127
V ariaciones de los niveles plasméticos del PBI durante

24 horas, lL.os datos presentados son medias } DS de 5-6
r*atas/gr*upo, y corresponden-a los animales del Experimen-
to 11X,
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V ariaciones del | en tiroides durante 24 horas., L.os datos
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A las 3 y 5 horas después de la inyeccién de |
los animales que habfan recibido dicha dosis a las 6 de la tar-
de tuvieron una captacién (% de la dosis administrada) signifi-
cativamente mayor al nivel del 1 % que los inyectados a las 8
de la mafiana, no habiendo diferencias entre ambos grupos en
los sucesivos tiempos estudiados (Fig. 27). Esta diferencia
entre la captacién tiroidea del 1131 entre los animales que reci-
bieron este tratamiento a Ias?de la mafiana y los de las 6 de
la tarde de un mismo dia, no podia justificarse por qué dichos
grupos tuvieran distinto contenido de 1127 en sus tiroides, lo
que explicarfa la diferencia entre la avidez tiroidea por el l131
encontrada en ellos, Los animales inyectados a las 8 de la ma-
flana tenfan un contenido medio de 1127 en sus tiroides de 0,361

10,009 yg/gléndula, mientras que el de los inyectados a las 6 de

la tarde era de 0,4010,06 yg/gléndula, ‘no habiendc

significativa entre ambos grupos.

A las 3, 5, 7 y 9 horas después de | |
de 1131 , el PBII31 fue significativamente mas alto,
inyecté el lk_ a las 6 de la tarde que cuando se inyecté"a—vlas 8
de la manana, igualédndose el valor de este parémetro en ambos

grupos a los tiempos siguientes (Fig. 28).

Encontramos diferencias en el PBIIZ? en plasma de
los dos grupos sacrificados a distintas horas de un mismo dia.
A las 8 de la mafana y 5 de la tarde, estos valores eran
0,9610,10 y 0,8540,12 Jlg/lOO ml, respectivamente, que no
son significativamente distintos. Pero el PBIl en plasma de los
grupos de animales sacrificados entre las 8 de la mahnana y

5 de la tarde, son significativamente mayores que los de aque-
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llos sacrificados entre las 5 y 9 de la tarde, A partir de en-
tonces vuelven a subir los valores del PBIl, de forma que los
valores de este paré&metro encontrado a la 1 y 2 de la madru-
gada no son significativamente distintos de los comprendidos
entre las 8 de la mafana y 5 de la tarde (Fig., 29).
Ei I13l se metaboliz6 méas ripidamente en aquellos

grupos que se administré a las 6 de la tarde que a los de las
8 de la mafiana., Los % de I_k y MmiTX era mayor en el tiroi-

des de los animales inyectados por la manana que por la tar-

¥
3
encontrdndose estos resultados préacticamente a todos

de, E| efecto contrario se encontré en los contenidos de T
y T4 )
los tiempos estudiados.

El cociente Ml’l"k/Dl’l"’k era significativamente més al-
to enlos grupos sacrificados tras la inyeccién de 1131 adminis-
trada a las 8 de la manana, que en aquellos en que esta dosis
trazadora del l131 se habfa administrado a las 6 de la tarde.
Por el contrario, el cociente T\;k/'l'éik fue significativamente ma-
yor, a las 3 y 5 horas después de la inyeccién en los grupos

de animales que habifan sido inyectados a las 6 de la tarde que

en los inyectados a las 8 de la manana.

Este experimento lo hemos realizado en un mismo
dia, L.as ratas previamente habfan estado sometidas durante
20 dias a una dieta de bajo contenido en jodo, tratando de que
sus tiroides tuvieran un ‘metabolismo de jodoaminoacidos intrati-
roideos répido, para poder asi evidenciar diferencias a corto

tiempo. En estas condiciones el iodo captado por el tiroides es
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répidamente oxidado e incorporado a la tirosina con la consi-
guiente formacién de iodotirosinas, y tras el acoplamiento de

éstas dar lugar a la formacién de jodotironinas,

En nuestros animales este metabolismo fue muy ré-
pido. L-a captacién del l131 por el tiroides, a las 3 horas de
ser inyectado, incluso en el grupo que la tuvo mdas baja (in-
yectado a las 8 de la mafiana) es anéloga a la que normalmen-
te se obtiene a las 12 horas, en un animal sometido a una die-
ta normal de iodo, que es alrededor de 23 %. Y el valor de es-
te parédmetro es muy superior en los grupos de animales sacri-
ficados después de ser inyectados a las 6 de la tarde, que al-

canzé el valor del 50 % de la dosis de ll3I administrada.

En el por ciento de radioactividad encontrada en el
origen de la cromatografia (proteina no hidrolizable), los anima-
les inyectados a las 6 de la tarde presentan valores muy supe-
riores al de los inyectados a las 8 de la mafiana, siendo signi-

ficativamente superior a las 3, 5 y 14 horas,

El por ciento de MlTk fue estadisticamente superior,
précticamente a todos los tiempos estudiados, en los animales
inyectados a ’las 8 de la manana que en aquellos grupos que se
inyectaron a las 6 de la tarde. En el por ciento de de DIT*,
los valores encontrados en ambos grupos, eran mas semejan-
tes entre si, que en el caso de MlT*, aunque a las 3 y 5 horas
las ratas inyectadas a las 6 de la tarde teni an por ciento de es-

te iodoaminoécido estadisticamente superior a las inyectadas a

las 8 de la manana,
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pos estudiados, eran significativamente mayores en los anima-

L.os por cientos de T a todos los tiem-

les inyectados a las 6 de la tarde que en aquellos que habfan
recibido la administracién de I]3] a las 8 de la mafiana, l.os
cocientes MlT’k/DlT;< y T;(/T:(, en todos los grupos indica-
ban que el tiroides de estos animales estaba muy estimulado,

ya que los valores de estos paré&metros en animales sometidos
a una dieta normal de ijodo son alrededor de 0,7 y 0,2, res-

pectivamente,



DISCUSION
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| - TAMANO DE LOS BOCIOS INDUCIDOS POR DIFEREN-
TES ANTITIROIDEOS EN ANIMALES INTACTOS,

Los antitiroideos son sustancias que phodt.;cen bocio
por impedir la biosintesis de las hormonas tiroideas, lo que da
como resultado una disminucién de los niveles de dichas hormo-
nas en plasma, Como consecuencia induce un aumento de la se-~-

crecién de TSH por la hipétisis,

L.a respuesta més répida de! tiroides ante el estimu-
lo del TSH, es una salida de las iodotironinas y el I al plas-
ma. Adams y Purves (1957) han demostrado que tratando ani-
males con pequefias dosis de TSH, la secrecién de hormonas
tiroideas es proporcional al logaritmo de la dosis de TSH ad-
ministrada, Esta relacién se mantiene probablemente dentro de
las variaciones fisiolégicas de concentraciones de tirotropina en
sangre, Pero, administrando grandes dosis de TSH, hay fac-
tores limitantes intratiroideos, que no permiten que esta propor-
cionalidad se mantenga, llegandose a la situacién en que la se-
crecién de hormonas tiroideas est& limitada por la velocidad a
que son sintetizadas. Y como el proceso de sintesis es mas len-
to que el de secrecién, se produce una disminucién de los com-

puestos iodados intratiroideos,

Una estimulacién prolongada de la glandula tiroidea pro-
duce hipertrofia celular y un limitado grado de hiperplasia, con

lo que el tejido tiroideo consigue aumentar su actividad,
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Pero si ademds de ser estimulado el tiroides por altos
niveles de TSH, la sintesis de las hormonas tiroideas estd inhi-
bida por la administracién de antitiroideos, no le es posible
al tiroides sintetizar y segregar sus propias hormonas en res-
puesta al vigoroso estimulo que recibe de los altos niveles de
TSH., En este estado el tiroides crece, llegando a producirse

‘bocio y un estado de hipotiroidismo.

Como consecuencia de todos estos procesos, se pro-
ducen grandes alteraciones fisioldgicas de estos animales. E| con-
tenido de los compuestos iodados intratiroideos cae hasta valores
muy bajos. EI valor de este pardmetro en los animales controles
de nuestros experimentos varia desde 3,3 j,lg/gléndula (Experi-
mento VII) hasta 10,8 yg/gléndula (Experimento VI). El trata-
miento con antitiroideos baja el contenido de iodo en tiroides drés-
ticamente. Asf, los animales tratados con PTU durante 12 dias
tienen un contenido de 1127 en tiroides de 0,45 j,lg/gléndula (Ex-
perimento ll), y dicho vaciamiento se acentda al prolongar el
tiempo de administracién Uel bociégeno, llegando a valores tan
bajos como 0,02 yg/gléndula a los 18 6 20 dias de tratamiento

(Experimentos VI y Vi),

l.os niveles de PBIl en plasma sufren cambios parale-
los a los observados en el contenido de iodo en tiroides. lL.os
animales tratados durante 12 dias con PTU tienen un PBI de
1,5 j!g/IOO ml, mientras que a los 18 6 20 dias de tratamiento
es de 0,04 ng/lOO ml y 0,03 JJ/'IOO ml, respectivamente. lL-as
variaciones de PBIl en el plasma de nuestros animales controles

van desde 3,3 a 5,8 j;g/IOO mi .
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En esta situacién, los procesos de crecimiento, diferen~
ciacién y metabolismo energético, que dependen en gran parte de
los niveles de hormonas tiroideas circulantes en plasma, estarén
muy afectados, por lo que un animal hipotiroideo tendr& un meta-
bolismo energético muy bajo y un crecimiento muy reducido, evi-
denciéndose ésto tanto mas intensamente cuanto mé&s joven es el
animal. Un ejemplo nos pondré& de manifiesto cudn intensamente
estd afectado el crecimiento por la carencia de hormonas tiroideas:
el aumento de peso corporal de los animales controles durante
35 dias fue de 15818 g, mientras que el de los animales tratados

a PTU durante este tiempo fue de 47411 g (Tabla 18).

Algunas de las alteraciones mds llamativas debidas a
la falta de tiroxina, son las producidas en la hipéfisis. Este teji-
do muestra una gran sensibilidad a las variaciones de estas hor-
monas en plasma, siendo las células acidéfilas productoras de
GH las que méas répidamente se afectan ante la carencia de hor-
monas tiroideas., lhvestigaciones realizadas en numerosos laborato-
rios han demostrado que, la induccién de un hipotiroidismo intenso
en ratas jévenes, produce efectos semejantes a los de la hipofisec-
tomfé. Estudios morifolégicos de la hipéfisis y de gldndulas depen-
dientes de ella revelan atrofia de dichas glandulas, y bioensayos
del contenido en hipéfisis y niveles en plasma de ratas tiroidectomi-
zadas, han mostrado que los niveles de GH, ACTH, FSiH e ICSH
son muy bajos tanto en hipéfisis como en plasma, mientras que los
de TSH son altos en plasma y bajos en hipéfisis (Griesbach y
Purves, 1945; Contopoulos y Koneff, 1963; Evans y cols., 1963;
L.azo-Wasen, 1960; Schooley y cols., 1966), l.a disminucién del

contenido de GH en hipéfisis de ratas tratadas con antitiroideos se
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ha demostrado también por electroforesis en gel de poliacrilami-
da (l.ewis y cols,, 1965; Escobar del Rey y cols., 1968; Jo-
Iin y cols,, 1968, 1970), y ha sido de nuevo demostrada en el
presente estudio. Asi, la medida del 4rea descrita por el den-
sitémetro al registrar la banda de GH del gel de poliacrilamida
fue de 4,5 mm2 en los controles, mientras que |la de los anima-
les tratados con PTU durante 12 dfas fue de 0,5 mmz. Anélo-
gos resultados se obtienen en animales tratados con CIO4K,

MMl o SCNK (Tablas 10, 12 y Fig. 25).

En este estudio hemos conseguido la produccién de
un .hipotiroidismo intenso y la induccién de bocio por tratamiento

con dieta baja en iodo suplementada con CIO K o PTU, prin-

4
cipalmente, aundque también se han empleado otros antitiroideos,’
como MMl y SCNK, E| mecanismo por el que drogas como el
CIO4K o PTU inhiben la sintesis de hormonas tiroideas es dis-
tinto, EI C!OL‘K actia como antitiroideo por impedir la entrada
del iodo en la glandula, debido probablemente a la similitud de
carga y volumen que exibte entre los iones iy CIO4_ (Anbar
y cols., 1959, b). Esta explicacién lleva implicito el aceptar
que en el mecanismo de la Yoaptacién® el tiroides no distingue
entre diferentes aniones con misrﬁa carga y volumen pareci-
do. ElI PTU afecta la funci¢: roidea por inhibir la oxidacién
del iodo y, por ende, su incoi'poracién a los radicales tirosili-

cos, y el acoplamiento de las tirosinas para dar lugar a la for-

macién de tri y tetrajodotironona (Taurog y cols., 1947).

En los numerosos experimentos realizados a lo largo

del presente trabajo, en los que hemos comparado la capacidad
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bociogénica del CIQ4K y PTU, hemos encontrado que los grupos
de animales sometidos a cada una de estas drogas presentan una
funcién tiroidea muy disminuida y semejante: entre si, dependiendo
de la longitud del pefiodo de experimentacién., Asi por ejemplo,
en el experimento ll, en el que los animales estuvieron tratados
durante 10 dias, el contenido de iodo de sus tiroides era 0,45}

40,15 y 0,35L0,10 para las ratas con CIO IK o PTU, respecti-

4
vamente, mientras que el PBIl era 1,5 y 1,4, en el mismo or-
den. Ademés, los niveles de TSH circulantes eran igualmente
altos con cada una de estas drogas (Fig. 20). Por otra parte,
el contenido de GH en hipéfisis (Tabla 12), pardmetro muy sen-
sible a los niveles de hormonas tiroideas en plasma, estaban
préacticamente afectados con la misma intensidad., Estos resultados

indican que la funcién tiroidea estd igualmente inhibida por la ad-

ministracién de estas dos drogas.

Sin embargo, los animales tratados con cada uhé de
estos antitiroideos desarrollaban bocios de tamarnos muy diferen-
tes. Este hecho, que anteriormente habfa sido descrito por Alex-
ander y Wolff (1966) y por Jolin y cols.(1968, 1970), es muy
Ilamativo ya que desde muy antiguo se habia aceptado la existen—
cia de un paralelismo entre el tamano de los bocios y los niveles
de TSH en plasma. Hasta tal punto fue esto asi, que en los pri-
meros trabajos de este campo se tomaban los pesos de los tiroi-

des como medida indirecta de los niveles de TSH en plasma,

Aun més sorprendente es el hecho de que al tratar a
ratas con estos dos antitiroideos juntos (animales intactos, Expe-

rimento IV} diera como resultado la formacién de un bocio de
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tamano intermedio al inducido por cada una de estas drogas ais-

ladamente., Es decir, los animales tratados con CIO K § PTU,

4
en los que la sintesis de hormonas tiroideas est& inhibida por
dos mecanismos distintos, presentan unos pesos de tiroides que
guardan la relacién siguiente: PTU> PTU I CIO4K > C|O4K.
L.o lI6gico hubiese sido que en esia Gltima relacién se hubieran
'cambi.é'do los términos, ya que ademés las ratas tratadas con
CIO4K L PTU mantienen niveles de TSH en plasma Iigerémen—
te superiores al de las tratadas sélo con PTU o C'O4K° Se-

gén estos resultados, cabe suponer que el CIO K, al ser ad-

4
ministrado junto con el PTU, se comporta frente a él como‘ un
antibociégeno, disminuyendo su accién bociogénica. Es decir,
que en esta situacién el C;O4K tiene un efecto anélogo al que
hubiese tenido la administracién de tiroxina. Esta accién del
CIO4K cuando se administra junto con PTU es dificil de enten-
der, y el mecanismo por el que lo efectia no puede ser expli-

cado por los conocimientos cldsicos de interregulacién tiroides-

—hipéfisis.

Tenemos pues planteada una situacién experimental, en
la que animales tratados con OIO4K, CIO4K ! PTU o PTU desa-
rrollan bocios de tamarno muy distir.wto, aunque padezcan un hi-
potiroidismo de grado muy semejante, si solo tenemos en cuenta
parédmetros clésicos, como PBI, crecimiento, etc.l-a diferencia
en el peso del tiroides encontrada entre los animales tratados a
CIO4K o PTU, podria justificarse por la creencia existente en
la literatura de que los tiouracilos potencian algunas de las ac-

ciones del TSH (Halmi y Spirtos,1955),
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Halmi y Spirtos(1955) encontraron que el cociente
T/S (concentracién de iodo en tiroides/concentracién de iodo
en plasma), que es un pardmetro muy sensible a la accién del
TSH, estd muy dishﬁinuido en las ratas hipofisectomizadas,
6,416 frente a 25,716 en sus controles, y aumenta significati-
vamente con la administracién de una sola dosis de TSH (31,64
16,2). Y este efecto del TSH se potencia si junto con él, se

“administra PTU (36,8£3,2).

Pero méas tarde, Rose y Nelson (1956) estudiaron
este problema de una forma muy demostrativa. Usando micro-
inyectores, infundieron una solucién continuada de PTU en una
pequefia &rea de uno de los Iébulos del tiroides de un perro,
durante 8 dias, El PTU inhibi6 marcadamente la captacién de
1131 en el &rea del tiroides bafada con este antitiroideo, sin
afectar la captacién del resto de la glandula. Por examen his-
tolégico no encontraron diferencias entre el &rea del tir‘ofdes
en la que el PTU se infundia y el otro Ié6bulo. Suponian que,
puesto que la misma cantidad de TSH llegaba en su experimen-
to a todas las &reas del tiroides, deberian haber encontrado
uha mayor evidencia histolégica del estimulo de TSH en las
células tiroideas bafiadas con la solucién de PTU, que en las
células del [6bulo opuesto. Estos resultados plantearon serias
dudas sobre la'hipétésis de que el PTU aumente especificamen-
te la accién del TSH, y hacen cuestionable que los tiouracilos

potencien la accién de la tirotropina,

Ademds, los resuliados de MHalmi pueden explicarse

sobre otras bases distintas: a) Es posible que este aparente
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efecto del PTU potenciando la accién del TSH medida por el
cociente T/S, sea consecuencia de que el PTU disminuya'la
degradacién de la hormona tirétropa, en cuyo caso ésta ten-
dria una accién méas prolongada sobre el tejido tiroideo. A es-
te respecto no hay datos en la literatura que apoyen esta in-

terpretacién,

b) Ha de tenerse en cuenta una segunda interpretacién, Con-
siderando que el metabolismo intratiroideo del iodo es un pro-
ceso con una alta cinética, en el estudio de una situacién determi-
nada hay gue considerar no sélo los procesos por los que el
iodo se incorpora a la glédndula, sino también aquellos por los
que sale de ella. L.a consideracién del simil siguiente nos ayu-
daré& a la compresién del problema. En un recipiente con dos
orificios, uno de entrada y otro de salida, el nivel de un liqui-
do viene dado por las cantidades que entran y salen, Si tapo-
namos el orificio de salida el liquido alcanzar& mé&s nivel, pero
no porque haya entrado més, sino porque se ha impedido su
salida. Similarmente, en' un momento dado, el contenido de com-
puestos iodades intratiroideos serd la resultante de los procesos
de entrada y salida. En el animal hipofisectomizado el metabolis-~
mo intratiroideo del iodo es muy !ehto, y éste se estimula gran-
demente con la presencia de TSH, por lo que el 1131 captado
pasaré répidamente, mediante un proceso en cadena a incorpo-
rarse a las tironinas, y parte de éstas abandonarén la gléndula
siendo vertidas a la circulacién, En presencia de PTU los me-
canismos de la biosintesis de las hormonas tiroideas esté&n inhi-
bidos, y consecuentemente disminuye la cantidad de hormonas

que pueden ser segregadas a la circulacién. Lo cual equivale
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a taponar el orificio de salida de nuestro recipiente, Ello darfa

lugar a que aparentemente haya un aumento del contenido de jodo

en la glédndula, pero no debido a que se haya aupentado el pro-

ceso de captacibn sino a que se ha inhibido el de secrecién.

En la actualidad no hay base experimental que apoye
la hip6tésis de que el PTU pueda potenciar la accién del TSH,
por lo que ésta suposicién no puede ser tomada como explicacién

al problema aquf planteado.

El hecho de que el CIO4K y PTU, que inducen un
hipotiroidismo del mismo grado, afecten de forma tan diferente
la respuesta ponderal del peso del tiroides, ha sido intesamen-
te estudiada en nuestro laboratorio. Ello dio como resultado el
poder poner de manifiesto diferencias en los niveles de insulina’
entre los grupos de Eatas tratadas con cada uno de estos bocib-
genos. Se encontré que las ratas tratadas con PTU que desa-
rrollan grandes bocios mantienen niveles de insulina en plasma

significativamente mdés altos que los animales a CIO K que desa-

4
rrollan bocios pequefnos. L.os niveles de insulina en las ratas

tratadas con CIO4K } PTU dependian de la longitud del periodo

de experimentacién., A tiempo corto de tratamiento, mantenian unos

niveles de insulina en plasma muy semejante al de los animales
tratados con PTU, y cuando el tiempo de tratamiento con estos
bociégenos aumenta, los niveles de insulina en plasma bajan y
se hacen méas parecidos a los encontrados en las ratas tratadas
con CquK,

Estos resultados han sido confirmados en esta Tesis.
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En los Experimentos Il y VI (Tablas 5, 19 y 20), las ratas
tratadas con PTU mantenian niveles de insulina en plasma més
altos y desarrollaban bocios mayores que los animales tratados
con C104K a los 12, 20 y 35 dias de tratamiento (Fig. 13 y
19). Y en el Experimento IV (ratas intactas), los animales
tratados con PTU L CquK desarrollaron bocios intermedios
‘al inducido con cada una de las drogas aisladamente (Fig. 15),
y mantienen niveles de insulina semejante a los de los anirﬁale§

a CIO4K (Tabla 12).

En numerosas situaciones experimentales, hemos en-
contrado que las ratas tratadas con PTU mantienen niveles de

insulina circulante superiores al de las ratas a CIO K, y en

4
algunos casos no solo eran iguales sino superior al de las con-
iroles de la misma edad. Este efecto del PTU podia ser conse-
cuencia de su accién antitiroidea o representar un efecto exira-
tiroideo de esta droga., El estudio de los niveles de insulina en
ratas tiroidectomizadas, evidenci6 que éstas mantenian niveles

de insulina en plasma md&s parecidos al encontrado en ratas tra-
tadas con CIO4K que al de las tratadas con PTU (Jolin y cols.,
1970). De esta observacién parecia deducirse que el efecto del

PTU sobre los niveles de insulina en plasma era un efecto extra-

tiroideo y que podia desligarse de su accibén antitiroidea.

Con los conocimientos actuales, solo nos es posible teo-
rizar sobre los posibles mecanismos por los que el PTU aumen-
talos niveles de insulina en plasma, ya que son muchos y muy

variados los efectos exiratiroideos de esta droga.
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Se pueden considerar varias posibilidades a este res-

pecto:

12, Que tenga el PTU accién directa sobre el pancreas. L.a
administracién de PTU a ratas tiroidectomizadas induce un aumen-
to de los niveles de insulina circulante, y esta accién disminuye al
aumentar el tiempo que transcurre entre la tiroidectomia de los
animales y el de iniciacién de la administracién de PTU, Esto
estd de acuerdo con el hecho de que la administracién de PTU

a animales intactos induce un aumento mayor en los niveles de
insulina circulante a tiempo corto de tratamiento, que a tiempo
largo, cuando el hipotiroidismo es muy intenso (Jolin y cols.,
1970). L.a consideracién de estos resultados hace suponer, que,
para que este efecto del PTU tenga lugar, necesita de una hipé-
fisis funcionante, o de un p&ncreas con plena capacidad de res-
puesta, ya que en el hipotiroidismo intenso estdn afectadas tanto

la funcién hipofisaria, como la pancreética, puestoc que se ha encon-
trado que los animales intensamente hipotiroideos tienen muy dis-
minuida la respuesta de la insulina al ser estimulados con glucosa

(Jolin, comunicacién personal).

22, Posibilidad de una disminucién de la degradacién de la insu-
lina por el higado, debida al PTU, Yatvin y cols. (1965) en-
contraron que los tiouracilos aumentan el tamafio del higado, y
su concentracidén proteica, y que este aumento en el contenido
de protefnas del higado es el resultado de una disminucién del

catabolismo proteico junto a un anabolismo inalterado.

32, Accién del PTU sobre otros érganos. Si comparamos el
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hipotiroidismo inducido por tiroidectomia frente al inducido por
PTU, encontramos que en las ratas tiroidectomizadas dismi-
nuye grandemente el peso absoluto y relativo de diversos 6r-
ganos como adrenales, rifiones, corazén, etc., sin embargo,
en los animales tratados con PTU, se observa un aumento

en los pesos relativos del corazén, rifiones, testiculos y adre-
nales, siendo el peso de esta glandula 23,213,9 frente a 9,91
10,3 en los animales controles (Fregly y cols., 1960). En
muchos de nhuestros experimentos las ratas tratadas con PTU
tienen un peso de adrenales superior al de las de los animales

con ouc>4}< (Tablas 11 y 18).

 Otros hechos experimentales apoyan la idea de que la
funcién adrenal de las ratas tratadas con PTU es mayor que la
de las ratas tiroidectomizadas. Estudios in vitro han evidencia-
do que las adrenales de las ratas tratadas con PTU, en pre-
sencia de ACTH en el medio de incubacién, tienen més capa-
cidad para sintetizar 44—-3 cetosteroides que las de las ratas

tiroidectomizadas (Steinetz y Beach, 1963),

42, Posible alteracién del metabolismo de la glucosa por el PTU,
En nuestros grupos experimentales, los altos niveles de insulina
encontrados en ratas tratadas con PTU no estan justificados por
los niveles de glucosa que son altos, ni se debe a que estos ani-
males metabolicen lentamente la glucosa, puesto que experimentos
realizados muy recientemente en nuestro laboratorio demuestran
que en las ratas tratadas con PTU o CIO4K durante 30 dias,

o tiroidectomizadas, al ser estimuladas con glucosa, los animales

tratados con PTU |a metabolizan mucho méas répidamente que las
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ratas tiroidectomizadas o tratadas con CIO4K.

Por otra parte, los niveles plasméticos de insulina,

més altos en los animales a PTU que en las ratas a CIO K,

4
tampoco puede justificarse por diferencias en los niveles de glu-
cosa que son iguales en todos estos grupos. El hecho de que
las ratas a PTU mantengan niveles de insulina altos, y que no
se haya encontrado en ningdn caso niveles de glucosa bajos,
hace pensar en una cierta analogia con aquella situacién en que
los glucocorticoides est&n elevados. Muy conocido es el hecho
de gue en aquellos casos donde los niveles de glucocorticoides

est&n elevados, se observan niveles altos de insulina circulante

vy simultdneamente los de glucosa también estan elevados,

T

El mecanismo por el que el PTU eleva los niveles
de insulina es uno de los problemas que estadn planteados en el
momento presente, Su estudio parece de dificil realizacién,ya

/.
que los resultados obtenidos parecen indicar més de un camino

a seguir,

Por otra parte, el paralelismo encontrado entre el pe-
so de los tiroides y los niveles de insulina en plasma de ratas
tratadas con PTU o CIO4K, hace pensar la existencia de una
estrecha relacién entre ambos paré&metros, Dicha correlacién
habfa sido anteriormente encontrada (Escobar del Rey y cols.,
1968; Jolin y cbls., 1970) en otras situaciones experimentales.

Cuando el peso de los tiroides de ratas tratadas con PTU o

C!O4lr<. se relacionaron con los niveles individuaies de insulina en
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plasma, se encontré una correlacién positiva entre ambos paré-
metros (Experimento V1), teniendo a los 20 dias las siguientes
caracteristicas: r=0,689, n=15, p< 0,01, y a los 35 dias: r=

=0,587, n=14, p< 0,05, Ello nos indicaba que ambas variables

est4n estrechamente relacionadas (Fig. 21 y 22).

Por otra parte,el que los animales tratados con PTU
tengan mayores bocios y concomitantemente el peso de sus adre-

nales sea superior al de los animales a CIO K, nos hizo rela-

4
cionar el peso de dicha glandula., Y se enconiré una correlacién
positiva a los 35 dfas de experimentacién (Experimento V1) de
las siguientes caracteristicas: r=0,658, n=15, p< 0,01 (Fig.

23).

Era l6gico pensar que los animales a C!O4K o CIO4KL
I} PTU desarrollan bocios pequefios debido a que mantienen nive-
les de insulina en plasma bajos., Estudios anteriormente realiza-
dos (Jolin y cols.,, 1970) habfan demostrado que si los animales
con ClO4K o PTU L CI'OALK son tratados con insulina, se indu-

ce un aumento del peso de los tiroides, alcanz&ndose los valores

encontrados en las ratas tratadas con PTU (Fig. 7).

El hecho de que los animales que desarrollen bocios
mayores sean los gque maniienen niveles de insulina en plasma
mé&s altos que aquellos otros que desarrollan bocios pequefios,
que haya una correlacién positiva entre ambos paré&metros y
el que la administracidon de insulina induzca un aumento del peso
de los tiroides de ratas tratadas con bocibégenos, son base expe-

rimental suficiente que apoyan la hipétesis de que la insulina tie-
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ne una accién sobre el peso de los tiroides de ratas tratadas con

antitiroideos,

L.a cuestién que seguidamente se nos planteaba era tra-
tar de aclarar el mecanismo por el que la insulina aumentaba la
respuesta ponderal del tiroides a los altos niveles de TSH en
plasma. Hay que considerar dos posibilidades: Que tenga una
accién directa a nivel de tiroides,o que ésta se ejerza a través
de otro mecanismo, como por ejemplo, a través del aumento de
los niveles de alguna hormona (s) o factor (es) que sea el que

verdaderamente actde a nivel de tiroides,

Consideremos la primera posibilidad. Como ya se ha
indicado repetidamente en el animal hipotiroideo tanto la funcién
adenohipofisaria y consecuentemente la de las glandulas depen-
dientes de ella, como la funcién pancreética estdn muy disminui-
das. En estas circunstancias la administracién de insulina mejo-
raria en parte el estado endocrino del animal, lo que haria que

el tiroides pueda crecer mé&s ante el estimulo del TSH,

En la literatuira hay varias situaciones que parecen
demostrar un efecto directo de la insulina sobre la glandula ti-
roides., Nataff (1968), usando técnicas de cultivo de 6rganos,
estudié la accién del TSH e insulina sobre el metabolismo in-
tratiroideo del iodo en el tiroides de fetos de ratas a los 16 dias
de gestacién, cuando adn no tienen capacidad de metabolizar el
iodo. Poniendo la insulina como Gnica hormona presente en el
medio de cultivo, se aumenté significativamente la incorporacién

131 . . . . o . TR .
del | a iodotirosinas y iodotireninas, Cuando afiadié juntas in-
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. ‘ . 131 .
sulina y TSH, la utilizacién del | excedié a la observada
en presencia de TSH sélo. Y sugiere que este efecto de la in-
sulina puede ser realizado por su accién estimuladora sobre la

captacién de glucosa,

Serif y Shotang (1962) han encontrado que el tiroides
de ratas diabéticas por la administracién de aloxan tienen una
funcién tiroidea muy baja, medida por la captacién de I131 y la
secrecién de amino&cidos iodados marcados., Y que este efec-
to se corregia por la administracién de insulina., Kumaresan y
Turner (1966}, trabajando con ratas hechas diabéticas por tra-
tamiento con aloxan, encontraron que el TSR (velocidad de se-
crecién de tiroxina) estaba muy disminuido en estos animales,
teniendo valor de 0,6140,07 J9 frente a 1,034+0,04 Jg en los
controles, y que la administracién de 3 U de insulina/rata/dia
durante 10 dfas produjo un aumento del TSR de las ratas dia-
béticas revirtiéndolo al valor encontrado en los controles, Es-
tos autores admiten la posibilidad de dque en la diabeles se pro-

duce una disminucién del factor hipotaldmico que estimula la secre-

cién del TSH,

Sin embargo, en nuestra situacién experimental habfa
base para creer que esta accién de la insulina sobre el peso
del tiroides de ratas tratadas con antitiroideos no era directa
sobre el tiroides, Ha sido descrito (Jolin y cols., 1970) que
esta accién de la insulina parecia depender del grado de hipo-
tiroidismo de los animales, O sea, si el tratamiento con insulina
durante 10-12 dias, se iniciaba cuando los animales eran ligera-

mente hipotiroideos, cuando el contenido de GH hipofisario ers
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el 80 % de sus controles, el efecto de la insulina era muy in-
tenso y respondian a él todos los animales del grupo, Si la
administracién de insulina se iniciaba cuando los animales te-
nfan un hipotiroidismo més acentuado que en el caso anterior,
y tenfan un contenido de GH en hipéfisis del 30 % de sus con-

troles, la respuesta ponderal del peso del tiroides al tratamien-

to con insulina era menos intensa que en el caso anterior, y

no respondian a él todos los animales del grupo. Por dltinr.\o
si la administracién de insulina se iniciaba cuando los anima-
les eran intensamente hipotiroideos, siendo el contenido de GH
en sus hipéfisis menor del 5 % de sus controles, no se obte-
nia ningdn aumento del peso del tiroides como resultado a di-
cho tratamiento (Fig, 7). Estos resultados sugerfan fuerte-
mente que para que el tratamiento con insulina fuese efectivo
a nivel de peso de tiroides, se requeria la presencia de una
hipéfisis funcionante, Esta estd tanto més afectada, cuanto ma-

yor y més prolongada es la carencia en hormonas tiroideas,

Por otra pahté, si la insulina se administraba junto
con glucosa isotbénica, no tenfa efecto., L.o cual indicaba que es-
te efecto de la insulina era ejercidq a través de su accibén hipo-
glucémica (Fig. 8) y se producia, sin que hubiese cambios en
los niveles de TSH, medidos por el bioensayo de KirKKham

(1962).

Tenfamos pues, resultados de suma importancia, que

nos indicaban por una parie que la accién de la insulina no era

ejercida directamente sobre el tiroides y por otra que ella se rea-

lizaba a través de su efecto hipoglucémico, y que necesitaba la pre-
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sencia de una hipéfisis capaz de sintetizar y segregar sus pro-
pias hormonas y de mantener una secrecién hormonal activa

en las glandulas dependiente de ella,

Estos resultados dirigieron nuestra atencién al estu-
dio de aquellas hormonas hipofisarias que son segregadas al

plasma tras la hipoglucémia: GH y ACTH,

Sin embargo, por lo que respecta a la GH, hay se-
rias dudas de que se estimule la secrecién de GH en roedo-
res, tras el efecto hipoglucémico de la insulina. l-a administra-
ci6én de insulina y arginina, el stres y la exposicién al frio, con-
diciones fodas ellas capaces de inducir secrecién de GH en pri-
mates (Glick y cols., 1965), en roedores o no tienen efecto o
inducen una respuesta opuesta a la encontrada en 'primates
{Miller y cols,, 1969). Sin embargo, refiriendonos concjréta‘-,/‘
mente a ratas hay una discrepancia sorprendente entre los r:,s';C
sultados obtenidos por radioinmunoensayo o por bioensayo (Schalch
y Reichlin, 1966). Con el tibia test, se ha encontrado en la ra-
ta una disminucién en el contenide de GH en hipéfisis tras la hi-
poglucemia y el frio, lo que no ha podido ser encontrado en el

ratén, (Krulish y McCann, 1966, a y b),.

Esta diversidad de opiniones nos hizo dirigir nuestro
esfuerzo al estudio de la accién del ACTH y corticoides sobre
la funcién tiroidea. Tras la hipoglucemia estd claramente demos-
trado ei aumetto de la secrecién de ACTH y corticoides, Kraicer
y lL.ogethetopoulos (1963) encontraron en ratas que; la adminis-

tracién de 0,5 U de insulina producia una bajada de los niveles
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de glucosa plasmética a valores tan bajos como 40 mg/100 ml
a los 90 min, a la vez que detectaban un aumento de los nive-
les de corticoides en plasma, que pasaron de 18 yg/lOO ml

en el grupo basal a 60 JJg/l 00 ml en el tiempo en que la baja-
da de glucosa en plasma fue més intensa. Si inyectaban la in-

sulina junto con glucosa, no tenian ningdn aumento de los nive-

les de corticosterona en plasma. Lo gue demuestra que el efec-

to de la insulina no es directo sobre las adrenales sino a través
de la hipoglucemia producida que induce secrecién de ACTH vy

consecuentemente glucocorticoides.
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EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA (ALTOS NIVELES
DE ACTH) SOBRE EL DESARROLLO DEL BOCIO IN-

DUCIDO POR PTU 6 CIO4K.

Empledbamos ratas adrenalectomizadas ya que asi
descartdbamos la posible influencia de los glucocorticoides, y
por otra parte en esta situacién conseguiamos que el animal
pueda mantener unos niveles endégenos altos de ACTH de una
forma continua dentro de los limites fisiolégicos. Asi{ evitdbamos
la administracién exégena de ACTH ya que, debido a que tie-
ne una vida media muy corta, hubiese sido practicamente impo-
sible mantener niveles igualmente altos a lo largo del periodo

de experimentacién,

A tiempo relativamente corto la adrenalectomia no afec-
té significativamente el peso corporal de los animales controles
(Experimentos Il y V), pero a méas largo tiempo, los animales
adrenalectomizados presentaban un peso corporal significativamen-
te menor que el de los intactos de la misma edad (Experimentos
Il y 1), En ninguno de los dos casos afecté el peso relativo del
tiroides, ni los habituales indices de la funcién tiroidea, como con-

tenido de iodo en liroides o los niveles de PBIl o TSH en plasma.



<in embargo, en los animales tratados con PTU
(Experimentos |, Il y lll), los altos niveles de ACTH inducidos
por la adrenalectomia o la carencia de glucocorticoides dismi-
nuyeron grandemente la respuesta ponderal del tiroides al trata-
miento con este antitiroideo, Este hecho, también se pone de ma-

nifiesto en las ratas tratadas con CIO K (Experimento II), aun-

4

‘que menos intensamente, Estos resultados no serfan de esperar

si sblo se considerasen los indices habituales de la funcién tiroi-

dea, cuyos valores tenfan igual magnitud en las ratas intactas o

’

adrenalectomizadas tratadas con cada uno de estos bocibdgenos,

Pensamos que estos hallazgos podian deberse a dife-
rentes causas: A) Diferencias en los niveles de TSH en ratas
intactas o adrenalectomizadas traiadas con antitiroideos. B) Que
los altos niveles endbégenos de ACTH disminuyan la respuesta
ponderal del tiroides al estimulo del TSH, C) Que en ausencia
de glucocorticoides la respuesta del tiroides al TSH esté dismi-

nuida.

Consideremos estas posibilidades, En el animal intac-
to tratado con antitiroideos estd muy estimulada la sintesis y se-
crecién de TEH, Sin embargo, en el animal adrenalectomizado
y tratado con bocidgenos estdn muy estimuladas tanto la funcién
adrenocorticotropa como la tirotropa de la hipéfisis, y es posi-
ble que en esta situacién, la hipéfisis no pueda mantener un rit-

mo de sintesis y secrecién de TSH tan intenso como en el animal

intacto,

Lln gran ndmero de investigadores ha llegado a la con-
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clusién que en'el stres, donde la hipéfisis estd muy estimulada
para sintetizar ACTH), simultdneamente disminuye la secrecién
de TSH (Brown-Grant, 1956; Harris y Woods, 1957; Kraicer
y cols,, 1963) encontrando que 15 min., después del stres se
produjo una bajada de los niveles de TSH en plasma, al mismo
tiempo que la secrecién de ACTH estaba estimulada al méaximo.
Y este efecto se producia tanto en animales intactos como en

adrenalectomizados,

Ninguna de estas obserwvaciones pueden explicar el
hecho de que en el stres haya una secrecién hipofisaria prefe-
rente de ACTH a TSH, y si ello se debe a que el hipotdlamo
pr'efer‘entémente sintetice CRH a TRH (hormonas hipotal&micas
estimuladoras de ACTH y TSEH, respectivamente) o ello es
a nivel de hipéfisis, como si las células adenohipofisarias no
pudieran mantener una secrecién elevada de ACTH y T&H
simultdneamente cuando son estimuladas al mismo tiempo por

cantidades crecientes de CRH y TRH,

Sakiz y Guillemin (1965) estudiaron la secrecién de
ACTH y TSH en respuesta al stres y a la inyeccién de TRH,
Los resultados claramente demuestran que cuando la secrecién
de TSiH estd estimulada por TRH, concomitantemente hay menos
secrecién de ACTH en respuesta al stres, Y contrariamente,
cuando la secrecién de ACTH estid inhibida pretratando a las
ratas con dexametasona y nhembutal la secrecién hipofisaria de

TEH en respuesta al TRH es més alta.

De estos resuliados se dedujo la existencia de una re-~
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lacién inversa entre la secrecién de ACTH y TSH, <in embar-
go, no siempre se ha encontrado dicha relacién ehtre la secre-
ciébn de ambas hormonas ., Ducommun y cols., (1966) midieron
los niveles'de TEH y ACTH en ratas normales y en aquellas
tratadas con dexametasona tras un stres mediano producido por
la inyeccién de salino o por la exposicién al frio. En ambos gru-
pos de ratas normales y tratadas con dexametasona, el stres
produjo una inhibicién de la secrecién de TESH), incluso en aque-
flos animales en los que se habfa inhibido la secrecién de ACTH
por dexametasona, £in embargo, cuando ambos grupos de ratas
fueron expuestas al frfo, se produjo un aumento de los niveles
de TSH en ambos, pero fue estadisticamente mayor en aquellas
ratas en las que la secrecién de ACTH estaba inhibida. Estos
autores concluyen que la inhibicién del TSH por el stres es una
coincidencia més que una consecuencia de la secrecién aumentada
de ACTH), y sugieren que la secracién de TSH puede estar ba-
jo la influencia de dos mecanismos diferentes de control, 12, L.a
inhibicién de la secrecién de TELH después del stres puede deber-
se a alguna accién del stres independientemente a la secrecién de
ACTH, 22, El aumento de la secrecién de TSH observada en
la exposicién al frio o la inyeccién de TRH depende, al menos en
parte,de la simultdnea secrecién de ACTH, lo que apunta a nivel
de hipéfisis como el lugar de esta inleraccién. Esta interaccién
puede ser vislumbrada como una competicién por un precursor o
cofactor comiin, E| problema de la interregulacién entre TSH vy
ACTH es muy complejo y no hay base experimental en la actuali~-

dad para contestar a las preguntas planteadas.,

En nuestra situacion experimental, las ratas adrenalec-
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tomizadas tratadas con CIO4K o PTU L CIO4K (Experimento
IV) o PTU (Experimento lll) mantienen niveles de TSH se-
mejantes a los de los animales intactos al tiempo del sacrificio,
a pesar de lo cual hay mucha diferencia en el peso del tiroides

entre ambos grupos de animales,

Por otra parte, el tratamiento con TSH exégeno fue
efectivo a nivel de peso de tiroides en los animales intactos a
PTU, pero no en los adrenalectomizados a PTU, O sea que,
debido a los altos niveles de ACTH o a la ausencia de gluco-
corticoides, la accién del TSH, endégeno o exbégeno, sobre la
funcién tiroidea estd muy disminuido o es pré&cticamente nula,
Sin embargo, la administracién de corticosterona a ratas adre-
nalectomizadas tratadas con PTU permitié la respuesta ponderal
del tiroides al estimulo del TSH, lo que hace pensar que los he-
chos anteriormente descritos encontrades en las ratas adrenalec-
tomizadas se deben més a la carencia de glucocorticoides que a
la presencia de altos niveles de ACTH, En resumen, el hecho
de que: 12, En las ratas adrenalectomizadas los bocios desa-
rrollados con los distintos antitiroideos sean menores que en los
animales intactos sometidos al mismo tratamiento, siendo los mis-
mos niveles endégenos de TSH en plasma iguales., 22, Que la
adminisiracién de TSH exbégeno en dosis que son activas en el
animal intacto tratado con PTWU, no lo sea en ratas adrenalecto-
mizadas con igual tratamiento. 32, Que la administracién de cor-
ticosterona revierta cl tamarno del bocio de los animales adrena-
lectomizados a PTU hacia el valor encontrado en ratas intaclas
con dicho tratamiento, hace pensar que la talta de la respuesta

ponderal al tratamienio con bocibégenos de los animales adrenalec-
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tomizados, se deba m&s a la ausencia de glucocorticoides que a

la presencia de altos niveles endbégenos de ACTH,

Ademés, él hecho de que los bocios desarrollados por
CIO4K y PTU L CIO4K sean semejantes en los animales adre-
nalectomizados, en situaciones donde el contenido de iodo en ti-
roides en los niveles de PBI o TSH en plasma y el contenido
de GH hipofisaria revelan igual grado de hipotiroidismo en los
diferentes grupos, hace suponer que las adrenales, directa o
indirectamente, est&n implicadas en el mecanismo por el que el

CIO4K reduce los grandes bocios inducidos por PTU (Fig, 15).




I - EFECTO DE LLA INSULINA SOBRE EL PESO DEL TI-
ROIDES DE RATAS INTACTAS Y ADRENALECTOMIZA-

DAS TRATADAS CON CiO4K o PTU L CIO4K,

Repetidamente habfamos encontrado que la adminisira-
cién de PTU a animales intactos, inducfa bocios de mayor tama-
fio que el de las ratas a CIOQK o PTU CIOaK. Cambios pa-
ralelos al del peso del tiroides de los animales tratados con los
citados antitiroideos, se encontraron en los niveles de insulina
plasmética. Asi, los animales tratados con PTU tenfan mayores
bocios y mé&s altos niveles de insulina en plasma que las ratas
a CEO4K o PTU CIO4K. Si la insulina estaba implicada en
el hecho de que los animales tratados con PTU desarrollen bo-
cios mayores que los que reciblan CSOQK o PTU & ClO4K, era
l6gico pensar que la adminisiracién de insulina a ratas tratadas
con estos antitiroideos, que producen bocios peguefios y mantie-
nen niveles bajos de insulina, deberia inducir un aumento en el
peso del tiroides de estot animales. Este hecho que anteihiormen-
te fue demostrado por Escobar del Rey y cols. (1968} y Jolin

y cols., (1970} fue de nuevo encontrado en el presente estudio.

L.a administracién de insulina a ratas intactas tratadas
con CIOA‘K o PTU L Cl04!<. indujo un aumento significativo en
el peso del tiroides, que igualdé al de los animales tratados sélo
con PTU, Estos cambios tenfan lugar sin que se produjeran va-
riaciones en el contenido de iodo en tiroides o en los niveles plas-
méticos de PBl o TESH, O sea, la administracién de insulina ha-
cia aumentar la respuesta ponderal del tiroides ante los mismos

niveles de TSIH (Experimento IV, Fig. 15).
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Por'otr'a parte se observé que la administracién de
insulina inducfa un aumento significativo en el peso de las adre-
nales, por encima del peso de los animales tratados sbélo con
los antitiroideos (Tabla 11). Este hecho hizo suponer que es-
ta gldndula habia estado sometida a un mayor estimulo produci-
do por su hormona tréfica, lo que sin duda produciria un aumen-
to en la sintesis y secrecién de corticoides, Y aunque nosotros
no hemos medido niveles de corticoides en estos animales, en la
literatura encontrano s datos que apoyan fuertemente esta supo-
sicién, Asi, Kraicer y L.ogothetopoulos (1963) han enconfr*ado
un aumento de los niveles de corticosterona tras la administra-
cién de insulina, y deducen que ello se debe a un aumento de
ACTH inducido por la accién hipoglucémica de la hormona cita-

da.

E stas consideraciones nos hicieron suponer que, si
los glucocorticoides estdn implicados en el mecanismo por el que
la insulina induce un aumento del peso del tiroides de ratas intac-
tas tratadas con anlitiroideos, la insulina no deberia ejercerlio en
el animal adrenalectomizado, por lo que el siguiente paso fue es-
tudiar la accién de la insulina en el peso del tiroides de ratas adre-~

nalectomizadas tratadas con antitiroideos,

El primer hecho con el que nos encontramos fue que
las ratas adrenalectomizadas no podian soportar la dosis de insu-
lina que eran perfectamente admitidas por los animales intactos,
En los experimentos anteriormente realizados con ratas intactas,
se administrd a los animales 0,2 U de insulina/rata/dia, pero

cuando quisimos administrar esta dosis a raas adrenalectomizadas,
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la mayoria murieron, por lo que se tuvo que bajar la dosis de
insulina a 0,05 U/rata/dfa, la cual era perfectamente admitida

por estos animales.

Nuevamente se confirmé el hecho de que las ratas adre-

nalectomizadas tratadas con antitiroideos desarrollaban un peso de
tiroides menor que el de los animales intactos, a pesar de que

mantenian niveles de TSH en plasma muy semejantes.

L.a administracién de insulina fue efectiva en ratas in-
tactas, produciendo un aumento en el peso del tiroides sobre el
desarrollado por las ratas tratadas sélo con bocibégenos, Pero,
sin embarge, la administracién de insulina a animales adrenalec-
tomizados tratados con antiliroideos, no afecté el peso del tiroi-
des., O sea, en ausencia de adrenales, la administracién de in-
sulina no afecta la respuesta ponderal del tiroides alos niveles

de TSH (Fig. 15).

Estos resultados nos indicaban claramente: a) que en
ausencia de glucocorticoides la respuesta ponderal del tiroides a
los niveles de TSH est4 muy disminuida,y b) que en ausencia
de glucocorticoides la insulina no tiene accién sinérgica con el

TSH a nivel de dicha respuesta ponderal,

Podia pensarse que la insulina no afecta el peso del
tiroides de los animales adrenalectomizados tratados con antitiroi-
deos, porque en estos animales no podfan ejercerse los efectos
permisivos de los glucocorticoides. Es sabido que para muchas

de las reacciones bioquimicas y fisiclégicas del organismo, es
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necesaria la presencia de pequefas cantidades de corticoides, a
pesar de que al parecer no intervienen directamenie en dichos

procesos,

Experimentos realizados posteriormente en nuestro la-
boratorio, después de finalizada la parte experimental de la pre-
sente tesis, han demostrado que, aun tratando a los animales adre-
nalectomizados con corticosterona en cantidades consideradas como
permisivas para la realizacién de otras reacciénes bioquimicas
(50 6 100 Jig de corticosterona/rata/dia) la insulina no afecté
el peso del tiroides de animales a CIO4K. O sea, que, en ra-
tas adrenalectomizadas mantenidas o no con dosis de corticoste-
ronas consideradas como permisivas (Hodges y Vernikos-Da-
néllis, 1962), la administracién de insulina no afecté el peso del
tiroides de ratas tratadas con antitiroideos, al contrario de lo que

habitualmente se observa en los animales intactos.

De estos resultados se concluyé que estdn implicados
los corticoides en el mecanismos por el gue la insulina aumenta
la respuesta ponderal del tiroides a los niveles de TSH, Los
corticoides podfan actuar directamente o a través de otro (s)
mecanismo (s} que ayudarfan al tiroides a responder méas inten-

samente a los altos niveles de TSH,

Para intentar dilucidar esto dltimo, el paso siguiente
fue el estudio de la accién de los corticoides sobre la funcién ti-

roidea,
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IV- EFECTO DE LOS CORTICOIDES SOBRE LA FUNCION
TIROIDEA,

A la vista de los resultados y conclusiones hasta aho-
ra expuestos, consideramos de interés el estudio de la accién de
los glucocorticoides sobre la funcién tiroidea, tanto de animales

controles como de los tratados con bocibégenos,

En un experimento preliminar que sobre este punto rea-—
lizamos, se estudia la accién de tres dosis de corticosterona so-
bre el peso del tiroides de ratas tratadas con PTU, .a fin de com--
parar la accibn de pequefias dosis de corticoides con otras més
altas, mé&s parecidas a las habitualmente empleadas en la literatu-
ra, lL.as tres dosis de corticosterona usadas en el experimento
V, produjeron préacticamente el mismo aumento en el peso del tiroi-
des, expresado en valor absoluto. El que no se obtenga una res-
puesta creciente en el peso del tiroides al aumentar la dosis de cor-
ticosterona administrada, puede deberse a que las dosis més altas
de glucocorticoides empleadas, producen una inhibicién en la secre-
cibn de ACTH y concomitantemente de los niveles endbégenos de
corticoides. Esto est&d apoyado en la observacién de que hay una
disminucién del peso de las adrenales de los grupos de ratas tra-
tadas con las dos dosis mé&s altas de corticoides (Tabla 13),

L.a administracién de 5 mg de corticosterona tuvo un mayor efec-
to sobre el peso del tiroides que las otras dosis, Esto probable-
mente se debe a quelos animales de este grupo perdieron peso

por el tratamiento con una dosis tan alita de corticoides,



204

El efecto de la corticosterona sobre el peso del tiroi-
des de animales tratados con pTU; es extensible a ratas trata-
das con otros antitiroideos, Ademdés,la accién de la corticosterona
puede ser r‘epr‘oducida por otro corticoides como la hidrocortiso-
na. Asf, la administracién de pequefias dosis de corticosterona
aumenté el peso del tiroides de ratas tratadas con CIO4K, y la
hidrocortisona aumenté la respuesta ponderal del tiroides de los

animales tratados con PTU, Clqu, SCNK o MMI,

E ste efecto de los glucocorticoides tiene lugar sin que
se produzcan cambios en el contenido de iodo en tiroides o en los
niveles plasméticos de PBl o TSH, O sea, que sin producir al-
teraciones en el grado de hipotiroidismo de los animales, la ad-
ministracién de corticoides induce un aumento en la respuesta
ponderal del tiroides a los altos niveles endbgenos de TSH que

hay en los animales tratados con antitiroideos,

En estos experimentos se pone de manifiesio que la ac~
cién de la insulina sobre el peso del tiroides no es directa.
Mientras la administracién de corticoides a ratas traiadas con
OIO4K produjo un aumento en el peso del tiroides al mismo tiem-
po que elevé los niveles de insulina circulante, en los animales
tratados con PTU aumenté el peso del tiroides por encima del
valor observado en los animales tratados sélo con PTU, pero
en este caso, dichco efecto no iba acompafiado de cambios en los

niveles de insulina,

Por otra parte,la administracién de corticoides a ratas

normales, no produjo efecto en el peso del tiroides, ni cambio en



los diferentes parémetros tiroideos,

L.a administracién de coriicosterona aumenté significati-
vamente la proporcién relativa de todos los iodoamino&cidos mar-
cados intratiroideos, a la vez que disminuyé el contenido de ra-

&

_dioiodo en forma de | .

El cociente MlTk/DIT* disminuyé en los gr‘upos‘tr-ata—
dos con corticoides, lo cual es indice de un mayor aumento de
la ulterior iodacién de la MlT’k a la DIT*. Simultdneamente,
la proporcién de radioiodo transformado en hor‘mona‘ (T4*4- T;(),
aumenté significativamente con el tratamiento con corticoides, Es-
tos resultados sobre la distribucién intratiroidea de compuestios
jodados marcados con l13], indican que la corticosterona produ-

ce un aumento hacia la mayor formacién intratiroidea de iodo-

] . 1
tironinas .

Por otra parte, la electroforesis de los homogenados
de hip6fisis en gel de poliacrilamida mostré que, a medida que
aumentaba la dosis de corticosterona administrada a los animales,
la banda correspondiente a la GH aparecia con mayor intensidad,
comparada con la correspondiente é la de los animales tratados
sélo con PTU., En la hipéfisis de éstos, practicamente habia de-
saparecido dicha banda por el tratamiento con antitiroideo, Con
la dosis més baja de corticosterona este efecto no fue tan inten-
so, aunque también se visualizé un incremento con respecto a la
de los animales tratados sé6lo con PTU, Ademés, en los animales
tratados con SCNK y MMI el tratamiento con hidrocortisona resul-

t6 en una reaparicién de la banda de protelnas ascciadas a GH,
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En los grupos de PTU y CIO4K, aunque la banda de GH no
esté& claramente definida, aparece en el lugar que le correspon-
de un mayor oscurecimiento que el que se observa en los geles
de poliacrilamida de los animales que sélo reciben bociégenos.,
Por lo tanto la corticosterona y la hidrocortisona, administrada
a animales tratados con diferentes bociégenos, retarda la desa-
‘paricién del contenido de GH en hipéfisis producido por los anti-
tiroideos, Este hecho ha sido anteriormente demostrado po.r* el
grupo de Evans (1961) mediante estudios morfolégicos y por el

de L.ewis (1965) por gel de poliacrilamida.

l.os datos presentados demuestran claramente que, los
corticoides juegan algin papel aumentando la respuesta ponderal
del tiroides a los altos niveles de TSH, de los animales tratados
con bocibégenos., Sin embargo, es dificil concluir si este efecto es
directo sobre la gl&ndula tiroides, ya que son muchos ios cambios
de otras hormonas y metabolitos que se producen por la adminis-
tracién de los adrenocorticoides, Cualquiera de estos cambios, o
quizds otros que no hemos medido, pudiera ser la causa direc-
ta de los cambios observados en el peso de los tiroides de las

ratas tratadas con antitiroideos,

Para dar una idea de ia complejidad del problema, va-
mos a considerar brevemente a continuacién, y a titulo de suge-
rencia para investigaciones futuras, algunos de los posibles me-
canismos por los cuales fa administracién de corticoides afecta

el peso del tiroides de los animales tratados con bocibégenos.
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Posibles alteraciones en los niveles de TESH circulantes,

En aquellos casos en los que tenemos datos referentes
a las concentraciones de TESH en plasma en nuestros grupos
experimentales, no se ha encontrado que la administracién de
corticoides altere los niveles de esta hormona en plasma, En
la literatura nos encontramos con situaciones en que se induce
un aumento del peso del tiroides sin producirse cambios en los
niveles de TSH, Asi, el tratamiento de animales a bociégenos
con insulina (Jolin,y cols., 1970) o pequefias cantidades de Tq
(Escobar del Rey y cols.,, 1968), induce un aumento en el pe-
so del tiroides sin que se produzcan cambios en los niveles de

TSH detectables por la técnica empleada (Kirkham, 1962). L.os

datos de TZH incluidos en el presente trabajo han sido obteni

usando una técnica, radioinmunoensayo, mucho més qensxble;gquég;

el bioensayo de Kirkham, En este caso tampoco hemoc, enconb’-dl{
do que la administracién de insulina altere los niveles de T‘:'H /
plasmético, aunque si producia un aumento en el peso del tmond’es

de ratas tratadas con anlitiroideos,

Posibles alteraciones _en_los niveles de GH,

L-.a administracién de corticoides a ratas tratadas con
bociégenos, induce un aumento en el contenido de GH en hipéfisis
de los animales tratados 48lo con bociégenos. Este hecho ha si-
do anteriormente demostrado por estudios morfolégicos (Evans y
cols,, 1961) y por gel de poliacrilamida (L-ewis y cols., 1965).

De lo que occurre en los niveles de GH en plasma por la admi-
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nistracién de corticoides no tenemos experiencia por no disponer
de método de valoracién de esta hormona en piasma, y tampoco
hemos encontrado en la literatura datos que nos aclaren este pun-
to, Es posible que la accién de los corticoides sobre el peso del
tiroides de ratas tratadas con bociégenos sea a través de este
aumento en el contenido de GH en hipéfisis., Maayan (1966) ha
manifestado que, la administracién a ratas hipofisectomizadas de
TSH ovino junto con GH porcino produce un efecto mayor sobre

el peso del tiroides que la administracién de TSH sélo.

Posible implicacién de las hormonas tiroideas.

L.a administracién de corticosterona a ratas tfatadas con
PTU, induce un aumento significativo en el contenido de iodoamino-
Acidos marcados con 113] del tiroides, a la vez que una dismi-
nucién en el de l_k, Esto indicarfa que el tiroides de estos ani-
males tiene un mejor aprovechamiento del iodo disponible. Varios
autores han demostrado (Escobar desl Rey y cols.,, 1968; Sel-
lers y Schénbaum, 1962) que la administracién de pequefias can-
tidades de 'I"4 a animales intensamente hipotiroideos, produce un
aumento en el peso del tiroides sin que aparentemente haya cam-
bios en los niveles de TSH (Escobar del Rey y cols., 1968).
E stas dosis de T4 restituyen parte de la funcién adenohipofisaria,
y como consecuencia, la de algunas gléandulas dependientes de
ella (Evans y éols., 1963}, En la actualidad tenemos pocos da-

tos de la accidn de los corticoides sobre el metabolismo intratiroi-

deo de los iodoaminoécidos, pero es posible que este aumento en
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la sintesis de los compuestos iodados del tiroides, con un posible
aumento de T4 disponible para el organismo, sea la causa més
directa del efecto de los corticoides sobre el peso del tiroides

de ratas tratadas con bociégenos,

Posible aumento de la respuesta del tiroides al estimulo del TEH,

Por dltimo, puede pensarse que el efecto de los corticoi-
des sobre el peso del tiroides de ratas tratadas con bociégenos
puede deberse,a que en el animal hipoliroideo desprovisto (o con
niveles muy bajos) de las hormonas trépicas hipofisarias y, conse-
cuentemente, de las hormonas producidas por gldndulas dependien-
tes de ella, la administracién de corticoides mejoraria en parte el
estado endocrino del animal y posiblemente la sintesis de protei-
nas, con lo que el tiroides podré responder més eficazmente a

un mismo estimulo de TSH,

En la actualidad, creemos que el medic més eficaz para
el estudio de posibles sinergismos entre TSH y otras hormonas
como GH, ACTH y corticoides a nivel de respuesta ponderal del
tiroides, seria el de usar ratas hipofisectomizadas y las hormonas

purificadas, estudio que pensamos realizar en un futuro inmediato.
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V - CAPTACION Y METABOLIZACION DEL l131 POR EL TIROI-

DES A DISTINTAS HORAS DEL DIA,

L.a accién de los glucocorticoides sobre la funcién tiroi-
dea ha sido objeto de una intensa investigacién, FPero debido a los
distintos y aun contradictorios resultados encontrados, la accién
de los corticoides sobre la gléndula tiroides y el mecanismo por

el que lo realiza son aun desconocidos.,

L.os trabajos de Berson y Yalow (1952) y de Ingbar
(1953) concluyen que la disminucién de la funcién tir‘éidea, me-
dida por la captacién de 113] , en animales tratados con corticoi-
des, no parece depender de los niveles de TSH, ya que ratas
hipofisectomizadas tratadas con TSH exégeno, acumulan menos
l13] en sus tiroides por la administracién de corticoides. e ha
sugerido que la accién de esta hormona disminuyendo la capta-

. . 131 .
cién tiroidea de | puede explicarse por un aumento de la ex-

crecién renal del iodo (Ingbar, 1953).

Sin embargo esta explicacién no excluye la posiblidad
de que los corticoides ejerzan un efecto directo o quiz&s a través

de otro (s) mecanismo (s) sobre la funcién tiroidea,

A pesar de los muchos trabajos realizados sobre es-—
te campo, no existe en la literatura demasiada informacién sobre
los cambios inducidos por los corticoides sobre |l metabolismo
intratiroideo del iodo. Y por otra parte, la mayoria de ellos se

han realizado administrando a los animales dosis farmacoldgicas
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de corticoides, lo que parece absurdo, ya que el interés en el
estudio de las interrelaciones entre las adrenales y tiroides, na-
cié de las alteraciones observadas en los niveles plasméticos de
las hormonas producidas por dichas glédndulas, en situaciones de
frio o stres, en donde los niveles de corticoides en plasma al-

canzan valores de 30 a 60 JJQ/]OO ml (Ducommun y cols.,1966).

Debido a esta Udltima consideracién fue por lo que crei-
R . 131 ]
mos de interés estudiar la captacién de | y su metabolismo a
distintas horas del dia, en donde es sabido hay diferencias en

los niveles endégenos de corticosterona en ratas (Allen, 1967).

A\l objeto de estimular la funcién tiroidea y poder evi-
denciar diferencias a corto tiempo en el metabolismo intratiroideo
del iodo, los animales estuvieron previamente sometidos a una

dieta de bajo contenido en iodo.

Nosotros hemos encontrado que en estos animales, la

. 131 ., .
dosis de | inyectada a las 6 de la tarde es més ré&pidamente
metabolizada que la inyectada a las 8 de la mafana. Encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la captacién tiroidea
a las 3 y 5 horas, y en su incorporacién a iodotirosinas y iodo-
. . ;( ’ . . . —;( .
tironinas' , asi como una disminucién del I 7, en los primeros
131

(Tabla

tiempos estudiados después de la administracién del |

24) .

X k . .
El! cociente MIT /DIT” es menor en los animales inyec~
tados a las 6 de la tarde que en los de las 8 de la mafiana, co-

mo consecuencia de unha disminucién y de un aumento en los por
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cientos de Ml'l"’k y D(T’k, respectivamente, Estos cambios en los
pér‘ cientos de lodotirosinas parecen indicar una estimulacién
del paso de éstas hacia la formacién de iodotir‘oninask. El co-
ciente T;k/T:( fue significativamente mayor a las 3 y 5 horas
en los animales inyectados con l131 por la tarde que en los in-
yectados por la mafana, lo que significa que los tiroides de los
animales del primer grupo estdn més intesamente estimulados que
los del segundo,

Por otra parte, el PBI131 del plasma presenta valo-
res significativamente més altos en los animales inyectados con
l]3] durante el periodo considerado como de mayor actividad
en los roedores, por la tarde, dque en los inyectados en el
periodo de menor actividad, pcr la manana. T

L.os datos presentados evidencian que el I.l 31 ‘es me—-
tabolizado més lentamente durante el periodo de luz '*.?gey fjqun;;le :

el de oscuridad. Estos datos en cierto modo concueitdan con log’
3 S

»

Ué’cién

i

obtenidos por Puntriano y Meites (1951), aunque en una Sit
diferente, Ellos estudian el tamafio del bocio inducido por PTU vy la
captacién tiroidea del l]3] en ratones sometidos a luz o oscuridad
durante un periodo de 28 dias. Encuentran que los animales so-
metidos a luz continua, presentan una respuesta ponderal tiroidea

al tratamiento con PTU y una captacién del 113] menor que los

ratones mantenidos a continua oscuridad, por el mismo periodo

de tiempo,

Queda por explicar como la luz o oscuridad, o la dife-

rencia de actividad entre ambos periodos, influencian la funcién
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tiroidea de las ratas., Varias interpretaciones parecen posibles.

a) La luz,a través de la estimulacién que produce en los ojos,

’
envia impulsos nerviosos a la hipéfisis anterior que podrian
disminuir la secrecién de tirotropina, En ausencia de luz, en
la oscuridad, desapareceria esta accibén inhibidora sobre la se-

‘crecién de tirotropina.

Es sabido que la FSH (hormona estimulante del folf-
culo) y el TSH se sintetizan en la adenohipéfisis, por el mis-
mo tipo de células, por la baséfilas (Severinghaus, 1939). Si
el primer efecto de la luz es aumentar la secrecién de FEH por
la adenohipéfisis, el efecto secundario podria ser una disminu-
cién de la sintesis de TSH hipofisaria, Contrariamente en la
oscuridad, la sintesis de FSH estaria reducida, lo que permiti-
rfa un mayor aumenio en la sintesis de tirotropina (Puntriano

y Meites, 1951).

Sin embargo, 'esta hipétesis de Puntriano y Meites no
parece evidente, Bakke y Lawrence (1965) han estudiado las va-
riaciones circadianas de TSH en plasma de ratas tratadas con
tiouracilos, encontrando que los niQeles de hormona tirotropa en
plasma son de 0,16 mL_J/mI a las 6 horas, y aumentan a partir
de este momentio hasta valores igualmente altos, no significativa-
mente diferentes, entre las 9 y 18 horas., Dichos resultados pa-
rece que se confirman en experimentos preliminares, realizados
en nuestro laboratorio por la Dra, Garcia por radioinmunométo-

do, sobre las variacionhes de los niveles de TSH a lo largo del

’

dia,



b) Se sabe que el metabolismo del iodo en el tiroides, en gran
parte estd bajo control auténomo, independiente de los niveles
de TSH, lo cual se ha demostrado en ratas hipofisectomizadas
(Studer y Greer, 1965; Studer y Greer, 1968; VanderlL aan
y Caplan, 1954). Y se regula a través de un mecanismo des-
conocido, dependiendo de la concentracién total de iodo en tiroi-

‘des.

Sin embargo, ésta no parece que pueda ser la expli-
cacién al hecho encontrado por nosotros de que, el | inyec-
tado por la tarde sea méas répidamente metabolizado por el tiroi-
des de ratas que el inyectado por la manana, ya que el conte-
nido del iodo total intratiroideo no presenta diferencias entre los
dos tiempos considerados, e incluso en un experimento poste-
riormente realizado, se ha encontrado que en los animales sa-
crificados por la tarde, tenian un contenido de iodo en tiroides

superior al de los sacrificados por la manana.

c) Nosotros encontramos en nuestros grupos experimentales, va-
riaciones en los niveles plasméticos. de PBIl a lo largo del dia,
de acuerdo con los encontrados en los de TSH por Bakke y
L.awrence (1965), L.os valores del PBIl en plasma de los ani-
males sacrificados entre las 17 y 21 horas, son significativa-
mente inferiores a los de los restantes tiempos (Fig, 29). Y
dado que el iodo total plasmético guarda una estrecha correla-
cién con los valores del PBIl, cabe suponer que el contenido to-
tal de iodo en plasma de los animales sacrificados por la tarde

sea, igualmente que el FPBI, menor que en aquellos sacrificados

’



por la maﬁanc_a, con lo cual la dosis de I]31 inyectada por la
tarde tendria una dilucién isotépica menor que el inyectado por
la mafiana. Entonces es posible que la diferencia en las acti-
vidades especificas del l13] entre los dos grupos, pueda justi-

ficar la diferencia encontrada entre las captaciones tiroideas.

Sin embargo, parece cuestionable que las diferen-
cias en el por ciento de captacién tiroidea encontrada entre
ambos grupos, a las 3 y 5 horas, del 22 y 19 %, respecti-
vamente, puedan ser justificadas por las variaciones en el
PBIl plasmético de 0,96 + 0,06 y 0,80 & 0,9 a las 8 de

la mafiana y 7 de la tarde, respectivamente (Fig. 29).

d) Por dltimo hemos de considerar la posibilidad de que el aumen~
to de los niveles plasméticos de corticosterona en la oscuridad,
periodo de méxima actividad en el que los roedores hacen més
ejercicio y toman mdés comida, respecto al periodo de luz (Allen,
1967), estimulen la accién del TSH sobre el metabolismo intra-
tiroideo del iodo. Kobayaski y Greer (1971) han encontrado que
la adminisiracién de cortisona a ratas cuya funcién tiroidea habia
sido estimulada con PTU, en un tratamiento previo al periodo

en que adminisiraron el corticoides, estimulé significativamente la

2 ’, . )!( x(
captacién tiroidea de l13i, asi como los cocientes MIT /DIT



216

y T;(/TL:k. Anélogos resultados han s.ido obtenidos por la ad-
ministracién de cortisona en ratas,sometidas a una dieta pobre
en jodo durante 1 6‘2 semanas (Kajihara, 1967), Por otra par-
te Rosemberg (1970) ha encontrado dque la administracién de
800 j,lg de cortisol a ratas hipofisectomizadas aumenté la capta-
cién tiroidea de (131 alas 24 horas, y McHugh y Yatvin (1969)
similarmente han encontrado, que la administracién de cortisona
131,

a ratas hipofisectomizadas, estimulaba la captacién del | 4 ex-

presada por mg de tejido tiroideo,

Experimentos posteriormente realizados a la finaliza-
cién de la parte experimental de la presente tesis, han demos-
trado que la administracién de 100 Je de corticosterona a ratas
hipofisectomizadas tratadas con una séla dosis de TSH, no afec-

t6 la captacién tiroidea a las 4 6 9 horas, pero si la estimulé

a las 24 horas, produciendo un aumento, aunque no Sigdifike 'vo,

en los cocientes MlTk/DITg( y T3£(/T4 , a los tres txemp’d&
N

13 )

tados y un aumento muy significativo del PBI 1 en plasma,%ca a

>

significatividad aumenté con el tiempo, siendo los \{amz’"_
entre dichos grupos: a las 4 horas <0,05; a las 9° hor‘@ﬁ<(/0]
y a las 24 horas < 0,001, lo que hace pensar que la accuén de
la corticosterona sea quizés a través de aumentar la vida media

del TSH,

El conjunto de resultades y el hecho de que los anima-
les adrenalectomizados tengan un metabolismo intratiroideo del iodo
més bajo que el animal intacto, hace pensar en la importancia de
los corticoides sobre la funcién liroidea, y sugieren que esta ac-

cién de los glucocorticoides, al menos en parte, no estd mediaca
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por cambios en la secrecién hipofisaria de TSH o por el aumen-
to gue producen en la excrecién renal del iodo., Nuestra hip6te-
sis es que su accién quizés sea ejercida a traves de aumentar

la vida media del TSH. Yatvin (1966) ha sugerido que la ac-
cién de la cortisona sobre el contenido de proteinas del tiroides,
de ratas tratadas con PTU, puede ser debido a que estos anima-
les tienen un menor catabolismo proteico frente al de sus contro-

les,
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CONCLUSIONES

A - Accibn bociogénica del PTU frente al croar;,

En la realizacién experimental dela presente tesis, con-
firmando los resultados de Allexander y Wolff (1966) y Jolin y

cols. (1968), hemos encontrado que: L.as ratas tratadas con

PTU desarrollan bocios de mucho mavor tamafio gue las de

C|O4K, mientras que los animales gue reciben ambas drogas,

desarrollan un bocio de tamano intermedio al inducido por cada

una de ellas aisladamente, Estas diferencias en la capacidad bocio-

génica del PTU, CIO4K y PTU L CIO4K no puede justificarse por
los habituales indices de la funcién tiroidea, ya que los tres giru-
pos de animales no presentan diferencias en el contenido de iodo

en tiroides, o en los ﬁiveles plasméticos de PBIl 6 TEH, Asimis-

mo, el contenido de hormona de crecimiento en hipéfisis, paré&me-

3
tro muy sensible a los niveles de hormonas tiroideas circulantes,
no presenta diferencias entre los grupos de animales considerados.,
Este hecho, planteado por vez primera en la literatura por Alle-
xander y Wolff, era muy extrafio, pues existia la creencia de una
proporcionalidad entre el tamano de los bocios y los niveles de

TEH en plasma, tanto que, en la literatura antigua, se tomaba

como indice del nivel de TSH circulante el famano de los bocios,

B -~ Niveles de inzulina en ratas i

o Srerantiiy 4

De acuerdo con resultados anteriores (Jolin y cols,,
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1970), de todos los paré&metros medidos, sélo hemos encontrado
diferencias en los niveles de insulina circulante de los grupos de
animales a PTU con respecto a los tratados con CIOQK. Es de-
cir, las ratas tratadas con PTU, que desarrollan grandes bocios,

mantienen niveles de insulina circulante estadisticamente superiores

a los de los animales tratados con CIOqK. gue desarrollan bocios

peguefos, existiendo, ademis, una correlacién positiva entre el

peso individual del tiroides frente a los niveles de insulina en el

plasma de dichos animales.

Como era l6gico esperar de estos resultados, la admi-
nistracién de insulina a ratas tratadas con drogas que producen
bocios pequefios y mantienen niveles de insulina en plasma bajos,
indujo un aumento en el peso del tiroides de estos animales., Es-
te hecho tenfa lugar sin que se produjeran alteraciones en los ni-

veles de TSH circulante. Por tanto, la _administracién de insulina

induce un _aumento en la respuesta ponderal del tiroides a los al-

tos niveles de TSH de las ratas tratadas con antitiroideos.

.

Experimentos realizados anteriormente (Jolin y cols.,
1970) parecfan indicar que esta accién dela insulina no era direc-
ta sobre el tiroides, sino que era ejercida a través de algdn me-
canismo indir*ectég Esta suposicién estaba basada en los siguien-

tes hechos:

i) El efecto de la insulina es dependiente del grado de hipctiroidis.-
mo de los animales., Si el tratamiento con insulina se iniciaba en ani-
males que estaban sélo ligeramente hipotiroideos, y que tenian un

contenide de GH en hipdlisis dul 80 % del de los coniroles de su
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misma edad, se obtenfa un aumento en el peso del tiroides esta-
disticamente significativo. Si el tratamiento con insulina se inicia-
ba en ratas con un hipotiroidismo medio, y que tenfan un conte-
nido en GH en hipéfisis del 50 % del de sus controles, se obte-
nfa asimismo, un aumento en el peso del tiroides estadisticanen-
te significativo, pero menor que en el caso anterior, Por dltimo,
si las ratas estaban intensamente hipotiroideas, con un contenido
de GH hipofisario menor del 5 % del de sus controles, la admi-
nistracién de insulina no inducfa ningdn efecto en el peso del ti-

roides,

2) En ratas ligeramente hipotiroideas, la administracién de gluco-
sa isotbnica junto con insulina, impidié el efecto de esta hormona

sobre el peso dsl tiroides.

De estos resultados se concluyé: a) para que la insuli-
na aumente la respuesta ponderal del tiroides a los altos niveles
de TSH, se requiere la presencia de una hipéfisis funcionante,
.capaz de sintetizar y segregar también otras hormonas ademés del
TSH; esta capacidad estd muy reducida o préacticamente anulada
al aumentar el grado e hipotiroidismo de los animales y bajar con-
secuentemente los niveles de hormonas tiroideas circulantes; b)
que la accién de la insulina es ejercida a través de su efecto hi-
poglucémico, ya que se impide cuando se administra junto con

glucosa.

En apoyo de las anteriores hipétesis, estd el hecho de

que no siempre los boclos mayores van acompafados de altos ni-
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veles de insulina, ni a éstos les corresponden los mayores pesos
del tiroides., As{ por ejemplo, en el presente trabajo los animales
adrenalectomizados que reciben PTU tienen los tiroides de mucho
menor tamafio que los de los animales intactos al mismo bociége-
no, Sin embargo, en los primeros los niveles de insulina son sig-
nificativamente més altos que los de los segundos. Asimismo, la
administracién de corticoides aumenta los niveles de insulina y el

peso de los tiroides en animales a CIO,K, mientras que en ratas

4
a PTU el aumento del peso dal tiroides inducido por corticoides,
nho va acompanado de aumento de los niveles de insulina plasméti-

ca,

De todos estos resultados experimentales se concluyé
(Jolin y cols., 1971) que la accién de la insulina aumentando la
respuesta ponderal del tiroides a los altos niveles de TSH de ratas
tratadas con antitiroideos estaba medida por alguna hormona (s)
o factor (es) hipofisario, o por hormonas producidas por gléndu-
las dependientes de la hipéfisis. l.as hormonas hipofisarias que
mé&s probablemente podian’ estar implicadas en el mecanismo por
el quela insulina ejercfa esta acci6én son la GH y el ACTH, bien
directamente o a través del aumento que produce en los niveles
plasméticos de corticoides ., Como és sabido, tras la hipogluce-
mia se produce una descarga de corticotropina (ACTH) y de
hormona de crecimiento (GH), aunque esto no est4 claramente
demostrado en roedores. i tras la hipoglucemia hay un aumen-
to de los niveles de ACTH, ello produciria un estimulo sobre las
adrenales y como consecuencia un aumentio de los niveles de cor-
ticoides, For esta razén fue acometido el estudio de una posibie

accién del ACTH y corticoides sobre la funcidn tiroidea.
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C - Efecto de la adrenalectomia sobre el bocio inducido por PTU 4 CI

ClO K,
___—-I——4=

Estudiamos la accién de varios bocibgenos en animales
adrenalectomizados, ya que en esta situacién conseguifamos por
una parte evitar la posible participacién de los glucocorticoides
en la bociogénesis, y por otra mantener niveles endbgenos de
ACTH elevados a lo largo de todo el periodo de experimenta-
cién, ya que siendo este relativamente corto, de unos 12 dias,
el hipotiroidismo no serfa tan intenso como para afectar a los ni-

veles endégenos de ACTH (Eisenberg y cols., 1972).

Encontramos que, las ratas adrenalectomizadas mante—

con anti-

t . Ay
. s s Vi ke . .
bociogénica de estas drogas antitiroideas esté disminuidg ani-
T & A
R

males adrenalectomizados, &£in embargo, ambos grupes’ de anima-

les, intactos y adrenalectomizados, no presentan diferencias en el

?
contenido de iodo en tiroides, en los niveles plasméticos de PBI
o T=H, ni el contenido de GH en hipbiisis, que pudiera justifi-
car las diferencias encontradas en el peso del tiroides entre ani-

males adrenalectomizados e intactos. Parecia, pues, que podria

deberse a los altos niveles de ACTH, o a la ausencia de corti-

coides.

LLa administracién de 3 U de TSH a ratas intactas

tratadas con PTU indujo un aumento del peso del tiroides de es-
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tos animales. &in embargo, esta misma dosis de TSH no tuvo
efecto sobre el peso del tiroides de ratas adrenalectomizadas
tratadas con el mismo antitiroideo. Resumiendo estos resultados

podemos decir que, bien_en presencia_de elevados niveles de

ACTH bien _en ausencia de glucocorticoides, la respuesta ponde-

deral del tiroides a niveles altos de TSH estd disminuida.

Por otra parte, la administracién de 500 J9 de corti-
costerona/rata/dia a ratas adrenalectomizadas tratadas con PTU
revirtié el peso del tiroides hacia el valor encontrado en anima-

les intactos que recibfan dicho antitiroideo. De lo que se deduce

que, la administracién de 500 g de corticosterona/rata/dia _a ra-

tas adrenalectomizadas, permite que éstas respondan al TSH con

igual intensidad de accidn que los animales intacios.

Esto parece sefalar la necesidad, mé&s que de la exis-
tencia de altos niveles de ACTH, de la presencia de glucocorticoi-
des para que la respuesta porderal del tiroides a altos niveles de

TSH, endbgeno o exbédgeno, sea maxima,

El hecho repetidamente observado de que la administira-

cién de CIO4K disminuye la capacidad bociogénica del PTU en ra-

tas intactas (Allexander y Wolff, 1966; Jolin y cols., 1968, 1970),
no se observé en animales adrenalectomizados, Las ratas adrena-

lectornizadas tratadas con PTU, CIO4K o PTU L CIC con igual

4
grado de hipotiroidismo, desarrolian bocios de igual tamafio, l_a

adrenalectomia, por tento, iguala la capacidad bociogénica_del P74

CclO K PTU & CIO K,
l AR 19,5



D - Efecto de la insulina sobre el peso del tiroides de ratas adrena-

lectomizadas tratadas con antitir‘o_ideos,

L.a administracién de insulina a ratas intactas tratadas
con antitiroideos produce un aumento en el peso del tiroides de
estos animales, Este hecho, es importante sefialarlo, tenfa lugar

sin que se produjeran cambios en les niveles de TSH,

Cuando quisimos estudiar la accién de la insulina so-

bre el peso del tiroides de animales adrenalectomizados encontra-

1) Las ratas adrenalectomizadas no soportaban la dosis de 0,2
U de insulina/rata/dia, que era periectamente soportable en los
animales intactos, por lo cual tuvimos que realizar este experi-
mento administrando 0,05 U de insulina/r*ata/dl’a, tanto a anima-

les adrenalectomizados como a los intactos,

2) L.a administracién de insulina a ratas adrenalectomizadas tra-
tadas con antitiroideos, no tuvo ningin efecto sobre el peso del

tiroides de estos animales.,

Experimentos posteriores a la realizacién de la parte
experimental de la presente tesis, han demostrado que la adminis-
tracién de insulina tampoco tenfa efecto en animales adresnalectomi-
zados Iratados con 100 jig de coriicosterona/rata/dia. Por otra
parte, animales intacios que recibiercn 100 JJg de dexametasona,
5 6 10 minutos antes de la administracién de insulina, ésta no tu-

vo efecto sobre el tamarfic del bocio inducido per CIO4K9
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De estos hechos concluimos que: en ratas adrenalecto-

mizadas o intactas tratadas_con dexametasona, al haberse impedi-

do la descarga de glucocorticoides tras la acciédn hipoglucémica de

la insulina, ésta no tiene efecto sobre el peso del tiroides de ani-

males tratados con antitiroideos.

Estos experimentos parecen indicar que el mecanismo
por el que la insulina aumenta la respuesta ponderal del tir‘<'>ides
a los niveles de TESH puede ser: la insulina por su accién hipo-
glucémica baja los niveles de glucosa, lo que induce un aumento
en la secrecién de ACTH y consecuentemenie un aumento de los
niveles de glucocorticoides circulantes, y estos ser responsables
de la aumentada respuesta ponderal del tiroides a los niveles de

TSH,

Para comprobar experimentalmente ésto, era importan-
te estudiar la accién de los glucocorticoides sobre el peso del ti-

roides de ratas tratadas con antitiroideos.

Efecto de los glucocorticoides sobre el peso del tiroides de ratas

tratadas_con _antitircideos,

El estudio de la accién de los glucocorticoides sobre
la funcién iiroidea presentaba un doble interés, Por una parte,
investigar si elles podian ser un paso en el mecanismo por el que
la insulina estimula la respuesta ponderal del tiroides a los altos
niveles de TSH de las ratas tratadas con antitiroideos

, Y por otra,

intentar aclarar la accién de estas hormonas sobre la funcién ti-
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roidea, Este problema se ha planteado en la literatura, en la que
se han descrito resultados muy distintos e incluso contradictorios,
debido principalmente a que se han usado muy distintas situacio-
nes experimentales, De estas las que mdés llaman la atencién es
que apenas se han realizado trabajos con corticosterona, que

es el corticoides con més importancia fisiolégica en roedores,

y que :vs'é han empleado dosis muy altas, muy por encima de los

posibles niveles fisiolbégicos,

L.a administracién de corticosterona, en dosis de 200
J,lg/r*ata/dfa, aumenté el peso del tiroides inducido por el trata-
miento con PTU o CIO4K. Es de mucho interés sefialar, que
esta accién de la corticosterona, anélogamente a la de la insuli-
na, tiene lugar sin que se produzcan alteraciones en el conteni-
do de jodo en tiroides, o en los niveles plasméticos de PBI o

TSH, Este hecho parece indicar que la_accién _de la corticos-

terona_es aumentar la respuesta ponderal del tiroides al TEH,

Otro glucc;(‘:or"tic':oides, la hidrocortisona, es asimismo,
capaz de inducir anélogos resultados. L.a administracién de 150
e de hidrocortisona a ratas tratadas con PTU, CIO4K, MML o

SCNK indujo bocios més grandes que los observados con cada

uno de estos bocibégenos aisladamente, O sea, la_accién de la

corlicosterona sobre el peso del tiroides de animales tratados

con_antitiroideos puede exienderse a la hidrocortisona, v no _es

dependiente de la accién de un determinado bocidgeno, sinc gue

es extensible a los antitiroideos citados.

L.os datos presentados demuestran claramente que los
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corticoides juegén un papel importante en el peso del tiroides de
ratas a bociégenos. £in embargo, nos encontramos ante la im-
posibilidad de concluir si se trata de un efecto directo de los cor-
ticoides sobre el peso del tiroides, o est&n implicados otras hor-
monas o metabolitos, Como se ve en el presente trabajo, tanto

la administracién de corticoides como la adrenalectomia, van
acompanadas de alteraciones de otras hormonas y metabolitos

en plasma y tejido. Cualquiera de estos cambios, u otros que

no hemos medido, podria ser la causa directa de los cambios

observados =n el peso del tiroides,

Para intentar aclarar el mecanismo por el que los glu-
cocorticoides estimulan la respuesta ponderal del tiroides al TSH,
estudio que pensamos realizar en un futuro inmediato, usaremos
ratas hipofisectomizadas tratadas con TSH y corticoides aislada

0 conjuntamente,

Efecto de la adrenalectomia vy de la corticosterona sobre el meta-
131

bolismo intratiroideo de |

L.a adrenalectomia y la administracién de corticosterona

. 131
tienen efectos opuestos sobre el metabolismo intratiroideo del | .

En los animales adrenalectomizados, tanio la captacién

3 - . .
del | como_su organificacién _es mé&s lenta que en el intacto,

Esto puede deberse a la carencia de glucocorticoides directamen-
te, o ser consecuencia de que en ausencia de estas hormonas

el metabolismo energético estd disminuido.,

Por el centrario, la adminisiracién de corticosterona



a animales tratados con PTU aumenté significativamente la propor-

[3

cién relativa de todos los iodoamino&cidos tirofdeos, a la vez que
disminuyé el contenido de radioiodo en forma de | . E| cociente

MIT*/DIT’{( disminuyé‘ en los grupos tratados con corticoides, fn-
dice de aumento de la ulterior iodacién de la MlTk a DlTk. Si-

multdneamente, la proporcién de radioiodo transformado en hor-

k
-
mona ( 4

tratamiento con corticosterona. Estos hechos nos hacen concluir

X . P
A8 'T'3 ) aumenté ligera pero significativamente en el

que la_administracién_de corticosterona aumenta tanto la captacién

13
tiroidea del | i como _su metabolizacién.

1
Metabolizacién del | 31 por el tiroides a distintas horas del difa.

En un intento de estudiar la accién de la cortiéoster*o-
na, dentro de los niveles fisiolégicos sobre el metabolismo intra-
tiroideo del ll3l, se investigbé este problema a distintas horas de
un mismo dia, en las cuales es conocido (Allen y Kendall, 1967),

hay cambios en los niveles fisiolégicos de estas hormonas. En-

131 . ~
contramos que el | inyectado _a las 8 de la manana se metabo~

liza més lentamente que el inyectado a las 5 de la tarde, obser-

vandose diferencias significativas tanto en la captacién tiroidea de

131 ‘e . ‘2 : :
i , en su organificacibn, como en la secrecién de los iodoami-

no&cidos marcados,

E stas diferencias en el metabolismo intratiroideo del

131 . .
| entre los perjodos de luz y oscuridad, no puede explicar-

se por diferencias en los niveles de TS H, que eran iguales,



Nuestro parecer es que, el aumento de los niveles en~
dégenos de corticoides que ocurre alrededor de las 6 de la tarde
en roedores, sea la causa de la activacién del tejido tiroideo en

cuanto al metabolismo del iodo.,

Aunque este supuesto ho se puede tomar como conclu-

sibn, si podemos decir que:el aumento de los niveles endbgenos
?

de corticoides durante las horas de oscuridad, periodo de méxi-

ma_actividad en roedores, no impide el mayor metabolismo intra-

tiroideo dcl iodo observado en este tiempo.

Resumiendo, creemos que los glucocorticoides, direc-
ta o indirectamente, juegan un importante papel en la mayor o

menor respuesta ponderal del tiroides a altos niveles de TSH,
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