UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

Monodesiodacion de tiroxina a triiodotironina en tejidos
extratiroideos de rata y su relacion con la actividad
hormonal

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Juan Bernal Carrasco

DIRECTOR:

Francisco Escobar del Rey

Madrid, 2015

© Juan Bernal Carrasco, 1973



AD COMPLU

T

|

MONODESIODACION DE TIROXINA A TRIIODOTIRONINA EN TEJIDOS

EXTRATIROIDEOS DE RATA Y SU RELACION CON LA ACTIVIDAD

HORMONAL

Tesis presentada para optar al
Grado de DOCTOR en MEDICINA
por el Licenciado Don

JUAN BERNAL CARRASCO.

Madrid 1973.



E1 presente trabajo se ha realizado en el Depar-
tamento de Endocrinologia Experimental del Instituto G.Ma-
rafi6n del C.S.I.C., con la ayuda de una beca del "Plan de
Formacion de Personal Investigador" del Ministerio de Edu-
cacion y Ciencia.

La direccidn ha corrido a cargo del Prof. Fran-
cisco Escobar del Rey, al que deseo expresar mi agradeci-
miento, asi como a la Prof. Gabriella Morreale de Escobar
por sus constantes sugerencias e interés.

Agradezco, asimismo, la colaboracidn de mis com-
pafieros de laboratorio, de las Srtas. S. Durdn, M. Ruiz, -
M. A. Palacios, M. Gonzdlez y M. Ahuis.

Al Prof. Oriol por su amabilidad en la presenta-
cion de esta Tesis en la Facultad de Medicina de la Uni--
versidad Complutense de Madrid, expreso mi agradecimiento.

Deseo agradecer, asimismo, la valiosa contribu-
cién de las Drs M. D. Garcia y L. Cacicedo, que relizaron
las determinaciones de TSH de rata. ’

Gran parte de los experimentos de la presente te-
sis han sido realizados gracias a la ayuda econdmica pro-
porcionada por el "Fondo Nacional para el Desarrollo de la
Investigacién Cientifica" y la Fundacidon Rodriguez-Pascual.



CLAVE DE ABREVIATURAS ....... N
INTRODUCCION ...vvvvvnnnnnn creeses
1) SINTESIS Y SECRECION ..........
2) TRANSPORTE SANGUINEO ..........
3) DISTRIBUCION ........... ceesens
4) MECANISMOS DE DEGRADACION .....

4) Desiodacion ....eeeierennens
a) GeneralidadeS ......coue.

INDICE

1) Conjugacidén fendélica .......
2) Ruptura del enlace éter ....

3) Reacciones de la cadena lateral de alanina ....

b) Monodesiodacidn de Ty 2 T3 .................

5) RELACION ENTRE EL METABOLISMO DE LA TIROXINA Y SU

OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS .......
MATERIALES Y METODOS

1)
2)
3)
4)

5)

ACTIVIDAD HORMONAL ............

TECNICAS QUIRURGICAS ..........
1) Tiroidectomia .v.vvvneennnnn

.............

ANIMALES .. .vviiiiiinenerannnnn
DIETA (i iiiiiiiiiieneernnnnnnss

2) Sacrificio y perfusién de 1os animales ........

VALORACIONES DE IODO ESTABLE ..
1) Método general .............

ooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooo

2) Valoraci6én de I'27 y PBI'27 en plasma ....oeov.

3) Valoracidén de iodo en orina

-------------------

10
15
17
19
20
21
21
23
27

32
35

40
41
41
42
42
42
43
43
a4
46
46



4) Valoracidn de iodo en tiroides ......eevveeese. @6

6) METODOS RADIACTIVOS ...... cesens Ceescestesnenenaee 47
1) Contaje de radiactividad .....cveeeeenccnncnnas 47

2) Material radiactivo ..... Ceteestcctececnanaanns 49

3) Equilibrio isot8pico ...eeeeeenn B -3 |

a) Concepto ........ Cheseriaas ceeena Ceceeneens . 51

b) Aplicaciones ...... Ceeececesseeaeene Ceceeenn 52

c) Metodologia .....oceeveveccnnnnns cecens cesenn 54

d) Procedimiento experimental .....cc.cevennne . 56

4) Determinacidn de i0odoaminodcidoS .....cooveuvus 59

a) Determinacién de iodoaminodcidos en tiroides 59
b) Determinacidn de jodoaminodcidos en tejidos-

extratiroideos ...ciiicitiienncnns ceenae ... 60

7) CROMATOGRAFIA EN PAPEL...cevevevenn N 63

1) Solventes cromatogrdficoS ..ccceeeeceeecenaecas . 63

2) Cromatograffas bidimensionales ......... sveesesss. 68

3) Localizacidén de los compuestos iodados ....... . 69

8) DETERMINACION DE HORMONA TIROTROPA ...... Cetessene 71

9) CALCULOS ESTADISTICOS ..vivvvevennnonnonnsannans e 12
1) Diferencia entre los valores medios de dos po-

blaciones...eeeueenen ceseas teersesessassrsennnnsa 72

2) Ajuste a una recta por minimos cuadrados (coe-
ficiente de regresidn) ...coeeeeeeeeonrsceeenss 74
3) Coeficiente de correlacidn ....eeveseeennnocees 75

RESULTADOS ......... Ceecetestss e teas s et e enena s 77
I) EFECTO DEL FRIO AMBIENTAL SOBRE EL METABOLISMO
INTRA Y EXTRATIROIDEO DEL IODO EN RATAS INTAC-




TAS EQUILIBRADAS ISOTOPICAMENTE CON 1125 _ ...,
1) Efecto de la exposicidon al frio sobre la cur-

93

93

va ponderal y peso de 10S 6rganos ......oeee
2) Efecto del frio sobre la eliminaci6n urinaria
de i0dUr0 ..iviiitriettiectetttennrssenncscnannas
3) Efecto del frio sobre la eliminacién fecal de
radiactividad y peso de las heces ....ccceeun
4) Efecto del frio sobre la concentracién y can-
tidad total de 10do ....ciievvveennne ceseresas
5) Andlisis cromatogrdfico del hidrolizado tiroi-
L
6) Efecto del frio sobre el porcentaje, concentra
cion y cantidad total de NEI ............ ceees
7) Efecto del frio sobre la concentracidn y can-
tidad total de tiroxina ....ceeeecevanns ceeas
8) Efecto del frio sobre la concentracidn y can-
tidad total de triiodotironina ......cic00ee
Comentarios ....cccveececenanas secsersasns veasnene

I1) EFECTO DEL FRIO AMBIENTAL SOBRE EL METABOLISMO

DE LA TIROXINA EN RATAS TIROIDECTOMIZADAS EQUI

1) Efecto de la exposicidn al frio sobre la eli-

minacion urinaria de i0dUro .....ccceveecccccs
2) Efecto de l1a exposicidn al frio sobre la dis-

tribucion de radiactividad.....cecveeeececens

3) Efecto del frio sobre la concentracién y can-
tidad total de iodo ......... Cececenencnseens

96

100



4) Compuestos iodados en tejidoS .....ccoveenn. . 108
5) Efecto del frio sobre el contenido en Tqg ... 110
6) Efecto del frfio sobre el contenido en Ty .... 113
7) Efecto del frio sobre el contenido en TETRAC 113

ComeNtarios «veieeeeeresnsasscescocancnoss Ceesaen 113

III1) EFECTO DEL PROPILTIOURACILO (PTU) SOBRE EL ME-

TABOLISMO PERIFERICO DE LA L-T, EN RATAS TIROI
DECTOMIZADAS EQUILIBRADAS ISOTOPICAMENTE CON

L-Ty MARCADA CON 1125, EFECTO DEL PTU SOBRE LA
SECRECION DE TSH EN RESPUESTA A LA ADMINISTRA-
CION DE TRH...eiviivennnennnnns ceeeetsssennsne 125

1) Iodo total en "carcass™ hip6fisis y plasma. 127

2) Compuestos iodados en "carcass" e hipdfisis 132

3) Secrecidn de TSH en respuesta a la adminis-
tracién de TRH ....... cesenennn ceseecnsns .. 142

DISCUSION 4. viiietiniinieennesessosencososecanesonnsones 145

1)
2)
. 3)

4)

METODOLOGIA .......... et reresetesreeseteansanns 146
COMPUESTOS IODADOS EN TEJIDOS EXTRATIROIDEOS ... 151
EFECTO DE LA EXPOSICION AL FRIO SOBRE EL METABO-
LISMO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS ..........cvennn 160
EFECTO DEL PTU SOBRE EL METABOLISMO Y ACTIVIDAD
HORMONAL DE LA T,. RELACION ENTRE LA TRANSFORMA-
MACION DE T, A T5 Y LA SECRECION DE TSH POR LA -
HIPOFISIS. (ES NECESARIA LA TRANSFORMACION A T4

PARA QUE LA T4 TENGA ACTIVIDAD HORMONAL? ....... 171



BIBLIOGRAFIA

- RESUMEN Y CONCLUSIONES ...cveviernecnannconns

-------



CLAVE DE ABREVIATURAS

MIT - - - - - -« - - - - 3 - monoiodotirosina

DIT - = = = = = = = =« - - 3 -5 - diiodotirosina

14 ........ - =-=--3,5, 3", 5'- tetraiodotironina
(Tiroxina)

Tgm==== === 3, 5, 3' - Triiodotironina

) Iodo

I” -~ & = = 2 e e aa - - - Ioduro

1127 - - 2 2 2 2 2 & - - - Iodo estable

TA, o TETRAC - - - - - - - dcido 3, 5, 3', 5' - Tetraiodotiro
acético

TA3 o TRIAC = = = = = - - acido 3, 3', 5' - Triiodotiroacé-
tico

X « = 0 = = = ¢ = = = & - Compuesto desconocido-

PTU = = = = = = = = = - = 6 -prOpil-Z-i:iouraicﬂo

TRH = = = = = = = = = = - "Thyrotropin Releasing Hormone" -

(Hormona estimuladora de la secre-
cién de TSH)

TSH = = = = = = = = = = - "Thyroid Stimulating Hormone" (Ti-
rotropina)

C.peM, = = = = = = = = = Cuentas por minuto

r.p.M. - = = = = = =« = - Revoluciones por minuto

NEI = = = = = = = = = = = "Non- Extractable Iodine" (Iodo --

Tisular no extraible por solventes
orgdnicos)
PBI - = = = = = = = = - = "Protein Bound Iodine" (Iodo ligado
a proteinas, precipitable por TCA)
TCA - - = = = = = = = - - Acido tricloroacético



HAAT = = = = = = = = = = = Hexano -Alcohol Amilico Terciario-
NH,OH 2N (1, 5, 6)

BEA = = = = = = = = = = = = BUTANOL - ETANOL NH,OH 2N (5,1,2)
RF = = = = = = = = = = = = Indice de migracidn cromatogrdfica
TG = = = = = = = = = = =« - Tiroglobulina

DPN - = = = = = = = = = - Difosfo-piridin-nucledtido

TPN = = = = = = = = = = = = Trifosfo-piridin-nucleédtido

DE = = = = = = = = = = = = Desviacidn estandard

NS = = = = = = = = = = = = No significativo’



INTRODUCCTION



1) SINTESIS Y SECRECION

Las hormonas tiroideas, tiroxina (T4) y triiodo
tironina (T3), son sintetizadas en el tiroides en el se-
no de una matriz protéica de alto peso molecular (tiroglo
bulina); para su secrecidn al plasma es necesaria, previa
mente, la hidrdlisis de esta proteina, que se realiza --
por la intervencidon de proteasas y peptidasas presentes-
en el tejido tiroideo (Laver y Trikojus, 1956). Los pro-
ductos liberados de 1a glandula son T4 y T3 Y, en algunas
circunstancias, ioduro inorganico, como se ha demostrado
mediante andlisis de la sangre obtenida por canulacidn -
directa del efluente venoso tiroideo (Taurog y cols, 1964;
Rosenberg y cols, 1960).

La presencia de iodotironinas (T4 y T3) intra-
tiroideas "libres" o sea, no ligadas a la tiroglobulina
y liberadas de ésta mediante el proceso de hidrdlisis --
proteolitica, fue demostrada por primera vez por Gross y
cols (1950); esta fraccidn representa precisamente la --
que estd inmediatamente dispuesta a segregarse. Parece -
ser que existiria una secrecidn preferente de T3 sobre -
T4, puesto que los cocientes T /T4 de la fraccidon hormo-
nal segregada son mayores que los de la fraccidon unida a
la tiroglobulina (Inoue y cols, 1967; Greer y cols, 1968);
aunque no se conoce cudl es el mecanismo de esta secre -
cion preferencial de T3, se ha postulado que se deberia
a monodesiodacidon de T4 a T3 en el tiroides, antes de su
secrecién al plasma (Haibach, 1971).
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2) TRANSPORTE SANGUINEO

La fuerte asociacion de la T4 con grandes mo-
léculas ha estado clara desde los experimentos que de--
mostraron que el iodo sérico no era dializable (Gley y
Burcet, 1900), aunque 1a T4 podia ser separada de estas
moléculas por medio de solventes orgdnicos (Trevorrow,
1939); sin embargo,no se pudo demostrar la existencia -
de una proteina especifica ligadora de tiroxina en plas
ma, hasta 1952 en que se aplicd a este problema la téc-
nica de electroforesis de zona, por Gordon y cols, - --
(1952). En este afio, varios grupos de investigadores de
mostraron que la mayor parte de la T4 del suero estaba-_
ligada a una proteina que, en electroforesis en buffer
barbital a ph 8,6, se desplazaba a una posicidn inter-
media entre la a'Ifa1 y la alfa2 globulinas, y una peque
fia cantidad estaba asociada a la albidmina.

Posteriormente, en 1958, Ingbar describid que
la tiroxina se ligaba también a la prealbdmina (Ingbar,
1958); la ligazdn de 1la T4 a esta proteina se inhibfa -
por buffer barbital a ph 8,6, por 1o cual habia pasado
desapercibida hasta entonces, dado que este buffer era
el medio en el que se realizaban las electroforesis: el
papel de la prealbimina quedd patente cuando se sustitu
yo6 el barbital por el Tris-maleato.

As1 pues, las protefinas plasmdaticas transpor-
tadoras de Tiroxina, son tres: la TBG (Thyroxine Binding
Globulin), que migra en la zona interalfa globulinas, la
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albdmina y la TBPA (Thyroxine Binding Prealbumin), idén
tica esta G@1tima a la prealbimina rica en triptéfano des
crita por Schultze (1956). Aunque no se conocen con exac
titud las estructuras de los lugares de fijacion a las
proteinas ni qué partes de la molécula de T4 interaccio-
nan con ellos, se sabe que la unidon es puramente fisica,
por medio de fuerzas electrostdticas, de caracter rever
sible ( Robbins y Rall, 1957, 1960); una buena evidencia
de esto 1o constituye el hechp de que la T4 se puede se-
parar de las proteinas fijadoras por medio de solventes
orgdnicos. La unidén de las hormonas tiroideas a las pro-
tefnas plasmaticas no es, pues, de tipo covalente como

en otras iodoproteinas (por ejemplo Tiroglobulina), sino
de fuerzas débiles, y la unidon obedece a la ley de masas,
es decir, la hormona unida a las proteinas estd en equi-
1ibrio con una pequefifsima fraccién no ligada o en estado
"libre"; el equilibrio de esta reaccidon depende, pues, de
la concentracidon de hormona y proteina, por un lado, y de
la naturaleza de los sitios de fijacién o sea, de la cons -
tante de asociacidn especifica para cada una de las protef
nas transportadoras (Robbins y Rall, 1960).

E1 método bdsico para la identificacidn y cuan
tificacion de las proteinas transportadoras, es la elec-
troforesis en papel: cuando se afiade al suero cantidades
trazadoras de T4 marcada con radioiodo, y se hace una --
electroforesis en buffer de acetato de glicina, a ph 8,6
(Sterling y Tabachnick, 1961) el 30% de l1a radiactividad
migra con la TBPA, el 60% con la TBG y el 10% con la al-
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bimina (Oppenheimer y cols, 1963), aunque estas propor
ciones sélo deben ser tomadas como una aproximacidon de
10 que ocurre™in vivo', ya que la afinidad individual de
los lugares de fijacion estd muy influenciada por el ph.

Desde que se descubrido la existencia de estas
proteinas, se han hecho gran cantidad de intentos para
purificarlas y caracterizarlas; la TBPA ha sido prepara
da inmunoldgicamente pura por Oppenheimer y cols (1965),
consiguiendo un producto final homogéneo en ultracentri
fuga analitica y electroforesis; posee un peso molecular
de 73,000, contiene una gran cantidad de tript6fano y un
Gnico sitio de 1igazon por molécula; mediante estudios-
de saturacidén, se ha visto que la capacidad mdxima de 1i
gazon de T4 es de 216-342 ug de T4 por 100 ml de plasma;
la concentracion de esta protefna en el plasma humano es
de alrededor de 30 mg/100 ml (Oppenheimer y cols, 1966).

Desde los primeros estudios de Tata (1961) se
han obtenido preparaciones mads o menos puras de TBG - --
(Seal y Doe, 1964, Ingbar y cols, 1957, Marshall y Pers-
ky, 1969), aunque la fraccidn que parece ser mids pura es
la obtenida recientemente por Sterling y cols (1971), que
posee un PM de 36,500 un coeficiente de sedimentacifn de
3 Sy tiene una capacidad mdxima de ligazén de T4 de 15
mg por gramo de proteina; dada la baja cantidad que hay
en plasma ( 1 mg/100 ml1), la capacidad mdxima de 1igazdn
en suero, es de 16-24 y¢/100 ml1; parece poseer un {nico -
sitio de fijacidén por molécula (Sterling y cols, 1971).
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En cuanto a 1a albiimina, sdlo el 10% de la T4
circulante estda asociada a ella, aunque su capacidad de
ligazdn en plasma, es tan grande, que no se puede medir
con técnicas de saturacidén; ésto se debe a que se en- -
cuentra en plasma a una alta concentracién, poseyendo -
una gran capacidad aunque su constante de afinidad sea
muy baja; parece poseer 4 sitios de fijaci6n por molécu
las (Sterling y Tabachnick, 1961).

La 1ligazon de las hormonas tiroideas al plas-
ma es un hecho que determina la velocidad y cantidad --
con que éstas alcanzan los tejidos periféricos; el plas
ma debe ser visto como un compartimento de transito en-
tre el lugar de secrecidon (tiroides) y los receptores -
celulares; en iltima instancia, la cuantia del efecto -
de una dosis determinada de hormona, vendrda dada por 1la
cantidad de ésta que 1lega a los receptores celulares en
un tiempo dado; esta fraccion resulta del equilibrio - -
existente entre 1a unidon de las hormonas a las protefnas
plasmaticas por un lado, y a las protefnas celulares por
otro; se comprende que este equilibrio pueda estar si--
tuado a distintos niveles segln la situacidon fisioldgi-
ca, con el mismo resultado es decir, el mantenimiento -
del "status" eumetabdlico del animal. En clinica es muy
comin 1a determinacidon del PBI como indice de funcidn -
tiroidea, determinacidon basada en el hecho de que el --
jodo hormonal en plasma circula ligado a proteinas; ge-
neralmente, se considera que existe una estrecha corre-
lacion entre la concentracidon hormonal en tejidos y la
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del plasma; sin embargo, la cantidad de hormona que 11le
ga a éstos, no s6lo depende de la concentracidn en plas
ma sino también de la velocidad con que se estdn alcan-
zando los receptores celulares; de este modo, una cifra
baja de T4 en plasma, puede ser compatible con un "sta-
tus" metab6lico normal, si estd acelerada la velocidad

de desaparicidon de esta hormona del compartimiento plas
mdtico. Ahora bien, écudles son los factores celulares

que, en juego con los plasmaticos, determinan la canti

dad de hormona que estd 1legando a la célula?.

Habiamos dicho que 1a unidn de las hormonas
tiroideas a las proteinas plasmaticas obedece a la ley
de accidon de masas, estando en equilibrio 1a hormona -
ligada con una pequefifsima fraccién de hormona no liga
da o "libre"; desde el punto de vista teérico, serfa -
ésta fraccidn la que podria penetrar en la célula y,-
de hecho, el estado metab6lico estd mejor correlaciona
do con esta fraccidén que con el PBI (Braverman y cols,
1967; Inada y Sterling, 1967). Esta correlacién no apa
rece en sujetos eutiroideos con enfermedades no tiroi-
deas (Inada y Sterling 1967, Henneman y cols. 1971).

Existen gran cantidad de procesos de stress
(traumatismos, infecciones, exposicidn a elevadas altu
ras, etc.) en los que hay un aumento de la fraccidn -
hormonal "1ibre" sin acompafiarse de cambios paralelos
en la velocidad de recambio metabdlico de la T4; seqgin



Oppenheimer y cols., el aumento de la fraccidn libre es
tarfa determinado en estos casos por una disminucidon brus
ca de la concentracidn de TBPA (Oppenheimer y cols, 1963,
Surks y Oppenheimer, 1964, Surks, 1967). Sin embargo, se
ha visto recientemente que esta hipdtesis era incorrecta
puesto que, como se ha demostrado mediante estudios se-
riados de concentracion de TBPA y T4 libre en infeccio-
nes agudas, el aumento de la T4 libre no es paralelo a

la disminucidn de TBPA (Lutz y cols. 1972).

Todo ésto hace pensar que los factores de los
que depende la cantidad de hormona que 1lega a la célula
no son exclusivamente plasmaticos; asi, en la adminis--
tracidn de fenobarbital a animales experimentales, se -
produce un aumento de la cantidad de T4 que se metaboli-
za en higado sin acompafiarse de cambios en la ligazén de
la T4 a las protefnas plasmidticas (Bernstein y cols. --
1968) debido a un incremento primario en la ligazén he-
patocelular. Es muy posible que factores celulares de -
este tipo, alin mal conocidos, jueguen un papel importan
te en la patogenia del hipertiroidismo (Weber y cols. -
1970).

3) DISTRIBUCION
Como resultado de la interaccidon entre los fac

tores plasmaticos y los celulares, las hormonas tiroideas
pasan del plasma a los tejidos periféricos con una deter
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minada velocidad que depende, primariamente de la cons-
tante de afinidad de cada hormona a las protefinas plas-
maticas, como ya hemos comentado. E1 conocimiento de la
distribucion y concentraciones de iodoaminodcidos en te
jidos extratiroideos, dié un gran paso adelante cuando
se aplicd al problema el método de equilibrio isotdpico.
En animales equilibrados isotépicamente, la distribucidn
de radiactividad por los tejidos extratiroideos es un -
reflejo mds fiel de las circunstancias fisioldgicas que
los datos obtenidos tras la inyeccidn de una dosis dni-
ca de hormona marcada; si este método se combina con la
separacidn cromatografica de los diferentes compuestos
iodados, podemos conocer no s6lo la cantidad total de -
iodo en cada Organo, sino también las concentraciones -
absolutas de los diferentes iodoaminodcidos. (Van Midd-
lesworth, 1956, Heninger y cols, 1963).

Esencialmente, el iodo en tejidos extratiroi-
deos estd en forma de ioduro,T4 y T3 (Heninger y cols,
1963); recientemente se ha visto que, ademds existe una
determinada proporcidn de iodo ligada a protefnas por -
enlaces covalentes (Surks y cols, 1969). Las mds altas-
concentraciones de T4 se observan en higado y riﬁén, y
las mds bajas en misculo esquelético y cerebro; en plas
ma, la concentracidn de T4 es 2 veces superior a la de
higado y unas 18 veces superior a la de midsculo esquelé
tico (Heninger y cols, 1963). Las concentraciones mis -
altas de T3 se alcanzan en rifién e intestino delgado, y
las mds bajas en misculo y testiculos; la concentracidn



de T3 en plasma es inferior a la de cualquier tejido con
excepcidn de testiculos y midsculo esquelético; las concen
traciones relativas de T3, respecto a T4, expresadas como
cocientes T3/T4, son mids altas en cerebro (0,6-0,8) y més
bajas en higado, grasa y testficulos (0,1-0,2); en los res-
tantes tejidos, el valor de 1la T3 representa alrededor del
50% de la T, (Heninger y cols, 1963.).

En cuanto a la distribucidon intracelular, la T4
tiende a concentrarse en microsomas y mitocondrias; la -
cantidad mas baja de T4 en el interior de la célula, se
observa en nilicleos (Heninger y cols, 1966). La T3 se dis-
tribuye uniformemente por todas las fracciones subcelula
res; en nicleos, es el lugar de la célula donde se regis-
tran los cocientes T3/T4 mds altos, de tal manera que, -
por ejemplo en rifion y corazdn, la cantidad de T3 es igual
a la de T4 en los niicleos; probablemente este hecho posea
alguna importancia en cuanto al mecanismo de accidon de -
las hormonas tiroideas, especialmente de 1la T3, puesto -
que, recientemente, se ha descrito un receptor nuclear -
especifico para la T3 en higado y rifion de ratas (Oppen-
heimer y cols, 1972).

4) MECANISMOS DE DEGRADACION

Las hormonas tiroideas, T, y T;, son, esencial
mente, alfa aminodcidos, (fig.l a ), aunque el nicleo hi
droquindnico que poseen, hacen de ellas aminodcidos ini-
cos en la economia; desde un punto de vista tedrico, pue
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HO CH2 H-COOH Monoiodotirosina, MT

| T”z

HO <C::>CH2CH-COOH Diiodotirosina, DIT

HO < > <C:j>CH CH-COOH 3,5,3',5"', Tetralodotironina,

Tiroxina 6 Th

HO < >0<:::Z>CH CH COOH 3,5,3! Trllodotlronlna, T3

Fiqura 1 a: FoOrmulas de las hormonas tiroideas, Tiroxina
(T4) y Triiodotironina (T3), con sus "precur
sores" iodados, Monoiodotirosina (MIT) y - -
Dijodotirosina (DIT).
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den sufrir las mismas transformaciones que todos los de-
mas aminoacidos.

1) Conjugacidén fendlica:

Esta es una reaccidn comin con otros fenoles,-
y consiste en la unién con el acido glucurdnico, en hi--
gado, y la eliminacidon biliar de los glucuronoconjugados
resultantes. Desde 1952 se sabe que tras la administra--
cidon de T4 marcada se puede detectar l1a presencia de glu
curonoconjugados en bilis (Taurog y cols, 1952); también
se ha demostrado este proceso para la T3 (Roche y cols,-
1953). Este proceso, ademds de constituir una via impor-
tante de eliminacidn de T4 y T3, representaria un meca--
nismo de detoxicacidén, pues se hace cuantitativamente --
mds y mds importante, a medida que se alcanzan las dosis
farmacoldgicas de hormonas (Roche y cols, 1954 a). La --
presencia de glucuronoconjugados en plasma, se puede po-
ner de manifiesto en ratas con el canal biliar ligado --
(Roche y cols, 1954 a). En el caso de la T3, mds importan
te que su conjugacidn con el dcido glucurdnico, es la --
formacidn de ésteres sulfatos (Roche y cols, 1959); la -
presencia de ésteres sulfatos de T3 en plasma, se puede
poner de manifiesto sin necesidad de ligar los canales -
biliares. En las heces no aparecen estos conjugados debi
do a que se hidrolizan en intestino por la accibn de una
beta-glucuronidasa, eliminandose la T4 y T3 como tales;
se ha pensado que existirfa una circulacidn enterohepd--
tica en el sentido de que parte de la hormona libre re--
sultante de la hidrdlisis de los conjugados, se reabsor-
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berfa a través de la pared intestinal (Taurog, 1955).

Se ha sugerido que el sulfato de T3 representa
ria una forma de almacenamiento de T3 (Roche y Michel, -
1960), sin embargo, la ripida degradacidn del éster sul-
fato hace que esta funcidon sea de escasa importancia fi-
sioldgica (Tata, 1964).

2) Ruptura del enlace éter:

Mediante este mecanismo de degradacidén de la -
molécula de T4 () T3. se produciria, por un lado, iodohi-
droquinona procedente del anillo beta y, por otro, DIT -
procedente del anillo alfa; la hidroquinona se elimina--
ria rdpidamente por la orina y la DIT se desiodaria en -
las células, dando lugar a ioduro y a tirosina que pasa-
ria al pool celular de este aminodcido. Wynn y Gibbs - -
(1962), demostraron que al incubar T, marcada, con micrg
somas hepaticos, se obtenfa ioduro y una proteina iodada
cuya hidrolisis daba lugar a DIT; se interpretaban estos
resultados suponiendo que 1la T4 daba lugar a un complejo
irreversible con las proteinas microsomales, rompiéndose
el enlace éter y quedando DIT ligada a estas proteinas -
(Wynn y Gibbs, 1962). Estos resultados los comentaremos
mds ampliamente cuando hablemos de la reaccién de desioda
cion. Mas recientemente se ha visto, mediante estudios -
de balance general de eliminacion de radiactividad tras
la inyeccidn de T4 marcada en diferentes posiciones (Pit
tman y cols, 1970 a) que, en humanos, no se produce rotu
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ra del enlace éter, o esta reaccidon es de escasa impor--
tancia cuantitativa.

3) Reacciones de la cadena lateral de alanina:

La deaminacién oxidativa daria lugar a los de-
rivados acéticos tetra y triiodados de la T4 y T3, 0 sea,
los &cidos tetraiodotiroacético (tetrac, o TA4) y triiodo
tiroacético (triac, o TA3), respectivamente (fig.1b); -
la deaminacidon oxidativa y la descarboxilacidén son reac-
ciones comunes a todos los alfa-aminoacidos, que ocurren
en rifion e hfgado; se han detectado tetrac y triac tras
la inyeccidn de T4 y T3 marcadas en higado y rifién de ra
ta (Pitt-Rivers y Tata, 1959), asi como en plasma de se-
res humanos (Sterling, 1970). Se ha podido aislar una en
zima de mitocondrias rotas por sonicaci6n, que es capaz
de catalizar esta reaccién in vitro (Tomita y cols, 1957).
Sin embargo, esta via de degradacidn debe ser poco impor
tante, puesto que, en ratas equilibradas isotdpicamente,
no se detectan estos compuestos en tejidos, aunque si en
heces (Heninger y cols, 1963).

Otros derivados, como el pirdvico, propibnico
y lactico, han sido hallados en determinadas circunstan-
cias experimentales, aunque en cantidades insignificantes
(Roche y cols, 1954 b, 1961).

4) Desiodacidn:




HO <C:j>0<:::> CH2 -COOH &cido 3,5,3',5' Tetraiodo-

tiroacético, TETRAC.

HO OO@ CHZ-COOH acido 3,5,3',Triiodotiroacé-

| tico, TRIAC,

Figura 1 b: Formulas de los derivados acéticos de 1la T4
y T3, dcidos tetraiodotiroacético (TETRAC,
TAc4) y triiodotiroacético (TRIAC, o TAc3).
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a) Generalidades

La desiodacidon es la via metabdlica mds impor
tante de las hormonas tiroideas, desde el punto de vista
cuantitativo. Se ha pensado si existiria alguna relacidn
entre la desiodacién y la actividad fisiologica de la hor
mona, y si ésta es un requisito esencial para la accién -
hormonal, en el sentido de que la misma reaccion de des--
iodacidon estuviese involucrada en 1a accién hormonal, o -
que diese lugar a un producto intermedio que serfa, real-
mente, la hormona activa a nivel celular. Se sabe que la
desiodacidn es el parametro mas sensible para medir la -
cuantfa de la accién hormonal, en el sentido de que la -
accién producida por una misma dosis de T4, es directamen
te proporcional a la cantidad de hormona desiodada (Morrea
le de Escobar y Escobar del Rey, 1967).

E1 mecanismo intimo de la desiodacién no se
conoce. Segiin Tata y Lissitzky, (Tata, 1960 a; Lissitzky y
cols, 1961), serfa una reaccidn de naturaleza enzimitica,
habiendo sido aislada por estos autores una deshalogenasa
de misculo que catalizaria la desiodacién de la T4; sin -
embargo, 10 mds probable es que la "deshalogenasa" puri-
ficada por estos autores sea un artefacto, puesto que cual
quier protefna es capaz de catalizar la reaccidén de des--
iodacidn en presencia de FMN y luz: es lo que se llama des
iodacidn fotoquimica de la T4, siendo, pues, inespecifica
(Morreale de Escobar y cols, 1963). Sin embargo, no se --
ha aclarado hasta el presente si la reaccion de desioda--
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cion es enzimdtica o no. En 1967, Nakagava y Ruegamer (Na
Kagava y Ruegamer, 1967) demostraron que, cuando se incuba
ba T4 ] T3 marcadas con homogenados de thado previamente
dializados, la reaccidon de desiodacion seguia una ecuacién
de primer orden, ajustdandose a la cinética de Michaelis;
si no se dializaba el homogenado, no ocurria ésto, exis--
tiendo ademds un periodo de latencia antes de comenzar la
desiodacion;;de estos trabajos concluian que la reaccibn
de desiodacidon era enzimidtica, y que las confusiones re--
flejadas en la literatura eran la consecuencia de la pre-
sencia de un inhibidor de la enzima, que podia ser elimi-
nado por didalisis.

E1 sistema desiodante propuesto recientemen-
te por Wynn y Gibbs serfa inespecifico y no enzimatico, -
en el que estarian involucradas la lecitina, el 02 y Fe++,
en la porcidn lipidica de los microsomas (Wynn, 1968).

Un problema de 1a mayor importancia relacio-
nado con la desiodacion, es la posibilidad de la formacidn
de matabolitos parcialmente desiodados que tuviesen inte-
rés, no s6lo en cuanto al conocimiento de las vias metabd
licas de degradacion de las hormonas tiroideas, sino tam-
bién en cuanto al mecanismo de accidn; por la relacidn --
que existe entre la desiodacidon y la actividad de 1a T4,
se ha pensado que, para actuar, dicha hormona tendria que
transformarse previamente, en un metabolito parcialmente
desiodado. Sobre este problema volveremos mds adelante;-
ahora nos ocuparemos de los metabo]itos'producidos en la
reaccidon de desiodacidn.

Desde los primeros trabajos"in vitro en los
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que se estudiaba Ta desiodacidon de la T4 marcada con iodo
radiactivo, examinandose los metabolitos resultantes me--
diante cromatografia en papel del medio de incubacidn, se
veia que los principales’metabolitOS producidos eran lodu
ro y un material iodado que quedaba en el origen de los -
cromatogramas (Soodak y Maloof, 1959); este material era
de naturaleza proteica y, cuando se hidrolizaba, daba lu-
gar a MIT (Tata, 1960 b). Se interpretaba la formacidn de
esta iodoproteina, como resultado de la iodacidn directa
de las proteinas del medio por el ioduro liberado de 1la
molécula de T4, que estarfa en forma oxidada (transioda-
cidn) (Tata, 1960 b), o previa oxidacion de parte del --
ioduro liberado, por FMN (Galton e Ingbar, 1961). La velo
cidad de formacion del material en el origen, era propor-
cional a la aparicidn de ioduro en el medio como consecuen
cia de desiodacidn de 1la T4.

Plaskett (1960), estudiando 1a desiodacidn de
la T4 por homogenados de higado, 1legd a la conclusidn de
que los dtomos de iodo en el anillo beta se liberaban simul
tdneamente, quedando un compuesto parcialmente desiodado -
que serfa la 3°0H-3,5, diiodotironina, que se unirfa por -
enlaces covalentes a las proteinas del medio, y que, por -
hidrdlisis, daria lugar a MIT o DIT.

Wynn y Gibbs (1962), con un preparado de micro
somas hepaticos, y empleando T4 marcada en diferentes posi
ciones con I131 y Cl%  1legaron a la conclusién de que los
dtomos de iodo en posicidn 37y 57, se liberarfan simultdnea
mente muy poco tiempo después de la unidon de T4 a las pro-
teinas microsomales; en el seno de esta proteina se rompe-
ria el enlace éter, originando DIT ligada a las proteinas
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por enlaces covalentes.

Este probliema, olvidado durante algiin tiempo,
fue recientemente abordado por Surks y Oppenheimer en el
estudio de las curvas de desaparicion de la T3 marcada --
tras su inyeccidén intravenosa a humanos (Surks y Oppenhei
mer, 1969); desde hace tiempo se sabe que la curva de des-
aparicién de 1la T3 del plasma, cuando se representa en es-
cala semilogaritmica, no es lineal, sino exponencial, 1o
que es 1o mismo que decir que la vida media de 1a hormona
inyectada disminuia a medida que aumentaba el tiempo des-
pués de la inyeccidn; la explicacidon de este hecho es que
durante la metabolizacion periférica de la T3 se formaba
un compuesto iodado que pasa al plasma a medida que la T3
desaparecia de éste; este compuesto es de naturaleza pro-
téica, y migra con la albimina en electroforesis y en fil
tracion en Dowex. Se ha podido demostrar la formacién de
iodoproteinas en tejidos extratiroideos de animales expe-
rimentales tras la inyeccidn de T4 0 T3 (Surks y cols, --
1969). En el estado de equilibrio isotdpico, la cantidad
de iodo ligado a proteinas de este tipo es menor del 10%
del iodo total del tejido; este compuesto se origina, al
parecer, en los microsomas, fraccidon celular mds activa
en cuanto a desiodacién de refiere, y ambos procesos, la
desiodacidn y la formacidon de iodoproteinas se incrementa
con el tratamiento con fenobarbital. La hidrblisis de las
jodoproteinas periféricas producidas tanto “in vivo como -
"in vitro, da lugar a Ty 0 T, intactas y MIT, tanto si se
incuba T, 0 T, con radioiodo o con C!% (Surks y Oppenhei-
mer, 1970). Es decir, en el seno de esta proteina se pue-
den demostrar las iodotironinas originales sin modificar.
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En la hidrolisis de estas iodoproteinas se puede detectar
también 1a'presencia de ioduro, proéedente de desiodacidn
del mismo NEI y no de los iodoaminodcidos liberados en 1la
hidr6lisis. La hipdtesis de Kozyreff y cols, (1971) sobre
el mecanismo de desiodaci6n, seria la union de las iodo--
tironinas (T) con las protefnas microsomales (P), de for-
ma reversible (TP)r, que serfa el complejo iodotironina-

proteina descrito por Wynn y Gibbs (1962). Este complejo

daria lugar a una hipotética iodotironina intermedia ---

(T)*, que, o bien se desiodarfa, dando lugar a ioduro, 0

entraria en unidn irreversible con las protefnas microso

males: (TP)i:

T T Pt (T)*<

b) Monodesiodacidén de T, a T,

Gross y Leblond (1951) encontraron que, tras
la administracién de T, marcada con 1131 3 ratones tiroi
dectomizados, aparecia en rifion y heces un compuesto des
conocido que, un afio mads tarde, con el descubrimiento de
la triiodotironina por Gross y Pitt-Rivers (1952 a), se
postuld que serfia T3, procedente de monodesiodacidon de
la T4’administrada. Este problema era del mdximo interés
ya que, habiendo sido demostrado que la T3 posefa una po
tencia calorigénica 3-5 veces mayor que la T4 (Gross ¥y
Pitt-Rivers, 1952 b), la transformacifén de ésta en aqué-
11a podia representar un proceso fisiol6gico de "activa-
ci6n" de la misma (Gross y Pitt-Rivers, 1964); asi pues,
se intentd demostrar que, en tejidos extratiroideos se -
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formaba T3 a partir de T4, pero 1os resultados obtenidos
en diferentes laboratorios fueron contradictorios. Gran
parte de la confusién existente en la literatura sobre -
este problema, se debe a diversas dificultades metodold-
gicas que pueden ser concretadas como sigue:

- Contaminaciones de los lotes de T4 marcada:
La T4 marcada adquirida comercialmente o sintetizada en -
el laboratorio no es completamente pura, sino que posee
impurezas principalmente de ioduro y T3; la proporcidn -
de éstas depende de cada producto y va incrementdndose -
con el tiempo debido, principalmente, al dafio producido
por la irradiacidon; generalmente se suele encontrar del
2 al 5% de T3 contaminante. Si se usa T4 sin purificar,-
la presencia de T3 en plasma y tejidos no demuestra que
proceda de la T4, sino que puede ser la T3 que contamina
ba la dosis de T4 administrada; hay que tener en cuenta,
ademds, la débil unidon de 1la T3 con las proteinas trans-
portadoras, 1o que hace que pase rdpidamente de la sangre
a los tejidos. Este problema no ha podido ser eludido ni
alin purificando previamente 1la T4 administrada; después
de la purificacidon, el 1imite de deteccidn de impurezas
de T3 estda en el 0,5%. Incluso esta pequefia cantidad de
T3 contaminante puede dar lugar a la presencia de canti-
dades relativamente grandes de T3 en tejidos extratiroi-
deos sin que, necesariamente, proceda de monodesiodacién
de T4. Recientemente, en dos trabajos en l1os que se de--
muestra la presencia de T3 tras la administracién de T4-
purificada cromatogrdficamente, a ratas (Schwartzy cols-
1971) o afiadiéndola al 1iquido de perfusidon de higado ais
lado (Rabinowitz y Hercker, 1971) tropiezan precisamente
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con esta dificultad (Refetoff y co]s; 1972).

- Separacidon cromatogrdafica de T4 y T3:
La forma usual de identificar 1la T4 y T3 en extractos de
plasma y tejidos, es realizar un andlisis cromatografico
de dichos extractos. Si la separacion entre las manchas
producidas por ambas hormonas no es muy buena (lo que --
ocurre en casi todos los sistemas cromatograficos emplea
dos); una pequefia cantidad de radiactividad encontrada -
en la zona de la T3 puede ser debida a contaminacidn por
la de T4, especialmente considerando que la cantidad de
T3 que se puede encontrar en tejidos tras la inyeccibn -
de T4, es muy baja. En plasma este problema es ailin mds -
acusado, puesto que, normalmente, existe una cantidad de
T4 30-40 veces superior que de T, (Sterling, 1970).

Este es el'principal problema con el que -~
tropiezan todos los estudios de monodesiodacidn de T4 a
T3 realizados antes de la aparicidon de sistemas cromato-
graficos que permitian una separacidon de 8 cm entre las
manchas de T4 y T3 (Bellabarba y cols, 1968). En 1955, -
Pitt-Rivers y colaboradores (1955), comunicaron que tras
la inyeccion de T4 marcada a individuos atiredticos, se
podia demostrar la presencia de pequefias cantidades de -
T3 en plasma; sin embargo, estas conclusiones fueron rec
tificadas en otro estudio procedente del mismo laborato-
rio (Lassiter y Stanbury, 1958) realizado empleando un -
sistema cromatogrdafico mas adecuado.

Por otro lado, sabemos que en los tejidos - .
extratiroideos existen enzimas capaces de transformar la
T4 en su derivado acético (Tomita y cols, 1957); este de
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rivado posee en la mayoria de los sistemas cromatografi--
cos, un Rf intermedio entre 1la T4 y la T3, de tal manera

que ocupa parte de ambas zonas del papel; no es de extra-
fiar pues, que cuando Larson y cols (1955) comunicaron que
cuando se incubaban cortes de rifion con T, marcada, apare
cia T3 en los extractos del medio de incubacidon, se cues-
tiond por Tata y cols, (1957) la posibilidad de confundir
la TS con el derivado acético de la T4 (tetrac); reciente
mente, se ha visto que la presencia de tetrac en plasma -
tras la inyeccidon repetida de T4 a seres humanos, ocurre

en cantidades muy significativas (Braverman y cols, 1970).

Existe también 1a posibilidad de l1a formacién
de ésteres alcohdlicos de T4 durante el proceso de extrac
cidén, sobre todo si los extractos poseen un pH dcido. Pues
to que, hasta 1968, en casi todos los métodos de extrac--
cidn se empleaba butanol acidificado, es dificil descartar
la posibilidad de que 1o que se tomaba como T3 no fuese,
en realidad, sino el éster de 1la T4 que, en la mayoria de
los solventes cromatogrdaficos posee 1a movilidad de la T3
(Bellabarba y Sterling, 1969).

- Desiodacidn artifactual de T4 a T3:
La inestabilidad de los iodoaminodcidos constituye un pro
blema que se suma a los dos expuestos anteriormente. Efec
tivamente, existe la posibilidad de que con las manipula-
ciones necesarias para realizar las extracciones y croma-
tografias de los tejidos, se desiode la T4, y parte 1o ha
ga transformdndose en T3, con 1o que la presencia de ésta
no deja de ser un artefacto (Pittman y cols, 1970 b). Asf{
pues, en todo estudio de monodesiodacidn de T4 a T3 es ne
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cesario realizar un control del método de extraccidn y -
cromatografia empleados para descartar la posibilidad de
la transformacidn artifactual de T4 a T3. Este problema
ha sido descartado en casi todos los estudios recientes
sobre este tema (Schwartz y cols, 1971; Braverman y cols,
1970; Sterling y cols, 1970; Pittman y cols, 1970 ¢c); -~
Refetoff y cols, 1972). Sin embargo, Dussault y Fisher -
(1971) midiendo la cantidad de T3 que se producia artifi-
cialmente "in vitro'y restdndosela a la T3 encontrada tras
la administracidn de T4 a ovejas, hallaron que practica--
mente la totalidad de 1la T3 en plasma provenia de desio-
dacion artifactual in vitro de 1la T4 durante el proceso
de extraccidn y cromatografia; probablemente, la cantidad
de T3 que se producia durante el proceso cromatogrdfico -
empleado por estos autores era demasiado grande para po--
der detictar en el plasma, pequefias cantidades de T3 pro
ducidas in vivo.

Asi pues, a pesar del enorme esfuerzo emplea
do en solucionar este problema, hasta muy recientemente -
no se ha aclarado si 1a T, se desioda en los tejidos extra
tiroideos a T3; en humanos, ha quedado bien demostrado gra
cias a los experimentos de Braverman y cols, (1970), Ster
ling y cols, (1970) y Pittman y cols, (1970 ¢). En ratas,
Schwartz y cols, (1971) han calculado que, aproximadamen-
te, el 17% de 1la T4 segregada se convierte en T3, aunque-
no se sabe alin el porcentaje del 'pool" corporal de T3 que
es segregado por el tiroides y el que deriva de monodesioda
cion de T4 en la periferia.
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5) RELACION ENTRE EL METABOLISMO DE LA TIROXINA Y SU AC-
TIVIDAD HORMONAL

Dada 1a multitud de efectos hormonales produci-
dos por la tiroxina, se ha sugerido que los efectos obser
vados son manifestaciones secundarias de una accidn mds -
fundamental; la mayorifa de éstos sdlo son demostrables tras
un considerable periodo de latencia, 1o que sugiereAque -
son precedidos por alglin fendmeno anterior, que podria --
ser una respuesta inmediata a nivel celular (accidn prima
ria), dependiente directamente de la presencia de tiroxi-
na en la célula, que produciria a su vez una serie de reac
ciones en cadena, dando lugar al (los) efecto (os) obser-
vado (os), o bien una transformacidn en la misma molécula
de T4, como consecuencia de su metabolismo, que diese lu-
gar a la formacidén de un "compuesto activo" a nivel celu-
lar; segiln esta hipdotesis, la tiroxina seria una auténti-
ca prohormona.

, De las vias metabdlicas de 1la Ty la conjuga---
cion fendlica tendria el papel de conservacidn de la mis-
ma, protegiéndola de la degradacidn, mediante la circula-
cidon enterohepdtica, o de detoxificacidon, cuando hay un -
exceso de la misma (Tata, 1964). En cuanto a los deriva--
dos acéticos, durante alglin tiempo se consideraron las --
formas activas, ya que no presentarian periodo de latencia
(Thibault, 1957) y poseerfan una mayor potencia como esti'
muladores de la metamorfosis de los anfibios que 1la T4 --
(Pitt-Rivers y Tata, 1959); sin embargo, no se ha podido
comprobar la ausencia de periodo de latencia para estos -
derivados (Barker, 1957), y la actividad fisioldgica del
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tetrac, por ejemplo, es del 35% de la T4, y actualmente
se consideran como productos de degradacidon, que conser-
van parte de la actividad bioldgica.

La desiodacidn es, cuantitativamente, la via me
tabolica mas importante de las hormonas tiroideas, y la -
relacidon entre desiodacidon y actividad hormonal puede ser
abordada considerando la desiodacidn como un requisito pa
ra la accidén hormonal (Galton e Ingbar, 1961; Braverman e
Ingbar, 1962), como un proceso de inactivacidn (Lissitzky
y cols, 1960) o como una consecuencia inespecifica de la
actividad metab6lica (Tata, 1964). Se puede decir que 1la
cantidad de hormona desiodada es un buen indice de la in-
tensidad de la accidn hormonal, como se desprende de la -
correlacion existente entre cantidad de hormona desiodada
por un lado, y calorigénesis y supresion de la secreciodn
de TSH por el otro (Escobar del Rey y Morreale de Escobar,
1964). Asi pues, dada la correlacidn existente entre des-
iodacidon y actividad hormonal de la T4, se plantea la po-
sibilidad de que, o bien la reaccidon de desiodacidén esté
involucrada de alguna manera en la actividad de 1a hormo-
na, o bien como consecuencia de esta reaccidn se produzca
un metabolito parcialmente desiodado, que fuese el compues
to realmente activo. Con el descubrimiento de 1la T3 por -
Gross y Pitt-Rivers (1952 a) y la demostracidn de que era
4-6 veces mas potente que 1la T4 (Gross y Pitt-Rivers, - -
1952 b), se postuld que la T3 serfa este compuesto activo.
Sin embargo, hemos visto anteriormente las dificultades-
con que han tropezado todos los trabajos encaminados a --
demostrar transformacion de T, a T3 por tejidos extratiroi
deos; por otro lado, hoy sabemos que la diferencia en po-
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tencia hormonal de la T4 y T3 debe ser interpretada como
una diferencia en "rapidez de accidn", puesto que el efec
to calorigénico de la T3 es mas rapido, e intenso que el
de la T4, pero mucho menos sostenido (Blackburn y cols, -
1954), de tal manera que el efecto total producido por --
dosis equimoleculares de T4 y T3, resulta ser el mismo,
con la diferencia de que el producido por la Gl1tima se -
ejerce en mucho menos tiempo. Esta diferencia en rapidez
de accion depende, principalmente, de la velocidad con -
que ambas moléculas alcanzan los receptores celulares, lo
que viene motivado, principalmente por la diferente afi-
nidad que muestran las proteinas transportadoras plasmi-
ticas, principalmente la TBG; asi, en las aves, que no --
poseen TBG, la vida media en plasma de ambas hormonas es
la misma, al mismo tiempo que el efecto calorigénico - -
(Shellabarger y Tata, 1961).

Sin embargo, datos muy recientes, basados en --
cdlculos cinéticos de la cantidad total de T4 y T3 que se
degradan por dfa, en el hombre, permiten suponer que la
contribucidn de 1la T3 a los efectos totales producidos -
por las hormonas tiroideas, en el hombre, es alrededor -
del 63%, sin tener en cuenta la posible transformacidn -
de T4 a T3, que harfa este porcentaje aiin mayor (Larsen,
1972).



0BJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS
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E1 objetivo fundamental de los trabajos de la -
presente tesis ha sido ver si, en tejidos extratiroideos
de ratas, la T4 se transforma en T3 por pérdida selectiva
del atomo de iodo en posicion 57 Ya hemos visto en la in-
troduccidon que, aunque esta hipotesis se introdujo por --
primera vez en la literatura desde el mismo momento en que
se descubrid la T3 por Gross y Pitt-Rivers en 1952, ningu
no de los numerosos trabajos publicados hasta 1a fecha en
que se comenzaron los experimentos de esta tesis (1970) -
permitian aclarar este punto; la razdn era la presencia -
de diversas dificultades metodoldgicas que han sido anali
zadas con el suficiente detalle en la introduccidon; proba
blemente la mds importante de todas ellas era el no dispo
ner + de un sistema cromatogrdafico que permitiese la dis-
criminacién suficiente entre las zonas radiactivas perte
necientes a ambas hormonas.

Sin embargo, la transformacidn de T4 a T3 podia
ser un paso metabdlico que diese alguna explicacidn a nu-
merosos hechos experimentales que demostraban una relacidn
muy estrecha entre desiodacién y actividad hormonal de la
Ty- Algunos experimentos en animales demostraban claramen
te esta relacidn, al estudiarse el efecto que tenfa la ad
ministracién de drogas como los tiouracilos, sobre la ac-
tividad bioldgica de 1la T4. Andik y cols, (1949) encontra
ron que la T4 tenia un efecto calorigénico menor cuando -
se administraba a ratas tiroidectomizadas que recibfan me
tiltiouracilo (MTU); Van Middlesworth y cols (1959) demos
traron que la dosis de T4 necesaria para impedir el bocio
producido por la administracidn de propiltiouracilo (PTU),
era mayor que la necesaria para mantener un PBI normal; en
otras palabras, el PTU interferia con la actividad de 1la
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T4 a nivel hipofisario, impidiendo 1a inhibicidén de la -

hormona sobre la secrecion de hormona tirotropa (TSH). E1
PTU, ademds, interfiere con el metabolismo periférico de

la T4, de tal manera que disminuye la cantidad de hormona
que se desioda, disminuyendo la eliminacion de ioduro que
se elimina por la orina y aumentando la excrecidon fecal -
(Escobar del Rey y Morreale de Escobar, 1961; Morreale de
Escobar y Escobar del Rey, 1962).

Existe una correlacion muy buena entre inhibi-
cion de 1a desiodacion de 1la T4 por un lado, e inhibicién
de la actividad hormonal de 1a misma por otro, producidos
ambos efectos por la administracion de PTU; asi por ejem-
plo, disminuye el nidmero de latidos cardiacos paralelamen
te a la desiodacion de 1la T4, sin que se alteren las con-
centraciones de la misma e, incluso, aumentando (Morreale
de Escobar y Escobar del Rey, 1962). Ahora bien, el meca-
nismo por el cual la inhibicion de la desiodacidn se acom
pafia de una menor actividad hormonal de 1la T4, es descono
cido y, entre otras hipotesis, estda la idea de que la T4,4
para actuar, necesite transformarse en T3 que serfa, de es
ta forma, el compuesto realmente activo a nivel celular.

Los experimentos de la presente tesis estdn di
vididos en 3 partes:

1) En la primera se estudid el efecto de 1la expo
sicion al frio sobre las concentraciones de T, y Ty en di
versos Organos y en tiroides de ratas intactas, equilibra
‘das isotdpicamente con radioiodo (I125), E1 objetivo de -
este primer experimento era doble: por un lado se realizd
para comparar los datos de concentracidn de iodoaminodci-
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dos en tejidos extratiroideos de ratas normales obteni--
dos por nosotros, con aquellos encontrados por Heninger
y cols, (1963) en condiciones similares. Por otro lado -
se intentaron reproducir los cambios periféricos en las
concentraciones de ambas hormonas que habian obtenido Al
bright y cols, (1965) bajo el efecto de la exposicidn al
frio y estudiar la sintesis hormonal por el tiroides en
esta situacion experimental.

2) En la segunda parte se estudié si en tejidos
extratiroideos de rata existe transformacion de T4 a T3,
y si aumenta con la exposicidén al frio, en la que existe
un incremento de las necesidades periféricas de hormonas
tiroideas. Se usaron ratas tiroidectomizadas mantenidas
con una dosis diaria de T4 y equilibradas isotdpicamente
con T, marcada con I1125; si se encontraba T, en tejidos
debia proceder, necesariamente, de monodesiodacidn de la
T4 administrada.

3) En la tercera parte se tratd de comprobar si
el efecto extratiroideo del PTU sobre 1a actividad hormo-
nal de la T4 se debe a impedir la transformacidon de ésta
en T3, para lo cual se estudiaron las concentraciones de
ambos iodoaminodcidos en tejidos de ratas tiroidectomiza
das mantenidas con T, marcada con 1125 y a las que se ha-
bfa administrado PTU. Al mismo tiempo, hemos estudiado 1la
efectividad bioldgica de la T, administrada, a nivel hipg
fisario. Se ha demostrado recientemente que la T4 y T3 --
inhiben la secrecidon de TSH, inducida por la administracidn
de TRH (Thyrotropin Releasing Hormone), a nivel hipofisa-
rio, 'in vivo' e"in vitro' (Schally y cols, 1968). Con la po
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sibilidad de determinar TSH en el plasma de rata por radio
inmunoensayo (Garcia y cols, 1971), hemos medido simultéd-

neamente los cambios producidos por el PTU en la inhibi--

cion ejercida por la T, sobre la secrecidn de TSH, en res

puesta a una dosis determinada de TRH sintético (Abbott),

por un lado, y en las proporciones de T4 y T3 en hipofi--

sis, por otro.

Los resultados obtenidos, como veremos con mds
detalle, demuestran claramente que, "in vivo', existe trans
formacion de T, a Ty en tejidos extratiroideos, que en cir
cunstancias, como la exposicidn al frio, que incrementan-
las necesidades periféricas de hormonas tiroideas, esta - .
transformacidn aumenta y que el PTU, al inhibir la desioda
cion de 1a T4, disminuye la cantidad de ésta que se trans
forma en T3. Finalmente, esta podria ser la causa de que
el PTU interfiera con la actividad bioldgica de la T4. -
lo que indicaria que 1la T4 se tendria que transformar en
T3 para actuar. ‘



MATERIALES Y METODOS
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1) ANIMALES

En todos los experimentos se han usado ratas de
cepa Wistar, procedentes del criadero del laboratorio, de
peso comprendido entre 100 y 200 g., preferentemente machos,
por ser mds estable 1a actividad endocrina de sus glandulas
genitales, que en el caso de las hembras.

'2) DIETA

La dieta normal de las ratas en nuestro laborato-
rio, estd preparada a base de grdnulos (Piensos Cdndor para
rata) que contiene, aproximadamente, 7 a 10 /ug de iodo/g.
y un 21% de proteinas. Con el objeto de conocer exactamente
Ta ingesta de iodo, se usa una dieta especial de gran valor
calérico pero de pobre contenido en iodo; ha sido inspirada
en las utilizadas por Remington (Remington y Levine, 1936;
Remington, 1937). Su composicidn es la siguiente:

Harina de maiz ----==-cccceccnna- 6,000 Kg.
Levadura de cerveza ----==cc==-=- 1,000 "
Gluten de trigo ------c-ccccncna- 2,500 "
CINa -=--ememece e ccccccmee e 0,100 "
C03Ca ~=-------ommmmmmmm oo oo 0,100 "

Agua destilada, c.s.

E1 contenido en iodo de eéta dieta es,’alrededor,
de 0,06 /ug de iodo por gramo seco; una rata de 100 g, vie-
ne a comer unos 12 g de Remington/dia. Esta dieta se suple-
menta con cantidades conocidas de iodo, segiin el experimen-
to. E1 contenido proteico de esta dieta es tedricamente del
20%, aproximadamente, y con ella se mantiene un crecimiento



42

y desarrollo normales.
3) CONDICIONES AMBIENTALES

Interesa, en experimentos con animales, lograr el
minimo de variaciones ambientales con relacidén a las que -
ya estaban sometidos antes del experimento, por lo que, cuan
do hemos necesitado cambiar algunas de éstas, los hemos ha-
bituado a las mismas, antes de empezar el tratamiento. En -
algunos experimentos de equilibracidon isotdpica, se han man-
tenido a los animales en jaulas metabdlicas de acero inoxi-
dable, con una rejilla en el piso y un sistema que permitia
recoger por separado las heces y la orina con un minimo de
contaminacion; generalmente, se colocaban los animales en
estas jaulas durante un periodo no inferior a una semana -
antes de comenzar el experimento propiamente dicho.

E1 criadero posee un sistema que permite mantener
la temperatura del mismo, constante, alrededor de 22 °C; en
los experimentos de exposicidn al frio, se trasladaba el -
grupo experimental a cdmara fria a 4 °C.

4) TECNICAS QUIRURGICAS

1) Tiroidectomfa

La extirpacion del tiroides se realizd por método
quiridrgico similar al descrito por Zarrow y cols. (1964).
Manteniendo al animal bajo anestesia con eter etilico, se
le hace un corte de 1 cm., aproximadamente, por encima de
la horquilla del esterndn. Se separan con pinzas la aponeu-
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rosis y los misculos prelaringeos y se arranca el istmo y
los 106bulos tiroideos, teniendo cuidado de no dafar el --
nervio recurrente. Se cose la piel a continuacidn. Se des'-
cartaron al final del experimento aquellos animales cuya -
radioactividad traqueal sugeria la presencia de restos de
“tejido tiroideo.

2) Sacrificio y perfusidn de los animales

Interesa, al contar la radioactividad de un or-
gano, eliminar el plasma presente en los espacios vascula
res del mismo, por lo que, al término de cada experimento,
los animales se sacrificaron bajo anestesia con éter y se
perfundieron con salino 0,15 M, como sigue: tras hacer
una incision tranwersal en el abdomen, se pone la vena ca-
va al descubierto y se le practica una ligadura, por enci-
ma de la cual se inyecta 0,1 - 0,2 ml. de heparina, se --
extrae la sangre que se necesite (usualmente unos 5 ml.) y
se conecta la aguja a un frasco que contiene salino 0,15 M.
Se da un corte por debajo de la ligadura y se deja pasar
100-200 m1. de salino. Acabada la perfusion, se extraen los
organos, que se pesan y se congelan, y la sangre se centri
fuga a 3.000 r.p.m. durante 10 min. para separar el plasma.

5) VALORACION DE IODO ESTABLE

E1 método para valorar el iodo quimico en peque-
fias concentraciones consiste en observar la velocidad de -
reduccion del sulfato cérico por el anhidrido arsenioso.
Esta reaccidn es muy lenta pero puede ser catalizada por el
jodo inorgdnico de tal forma que la velocidad de la reacidn
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es proporcional a la cantidad de iodo. La decoloracion de
la forma oxidada de cérico (amarilla) a ceroso (incolora)
permite seguir la marcha de la reaccidén en un espectrofotd
metro.

1) Método general

Siguiendo la técnica descrita por Benotti y Be-
notti (1963), con algunas variantes que se han introduci-
do en nuestro laboratorio, se ha logrado afinar la preci-
sion del método, asi como aumentar enormemente la velocidad
de las determinaciones. E1 método consiste en digerir las
muestras directamente en bafio de arena a 105-110°C en pre-
sencia de un acido muy oxidante, el dcido cl16rico, durante
el tiempo necesario para destruir toda la materia orgdnica
y convertir todos los compuestos iodados a forma inorgdani-
ca, (iodato). La digestidn se realiza generalmente en 3 ml.
de C103H y como indicador final de la reaccidn, se adicio-
na una solucidon de cromato sddico a una concentracidon final
de 1 mg/ 3 ml de acido clorico. Al final de la digestidn -
se observa con toda claridad la aparicidn de cristales de
oxido de cromo, momento en el que las muestras se sacan =~
del bafio de arena. La preparacion del acido cldrico se efec
tia en el laboratorio y se consigue como resultado de la -
reaccion de C103K y el C104H, que se l1leva a cabo a ebulli-
cion; después la mezcla reaccionante se deja a -20°C duran-
te 12 h., al cabo de las cuales se filtra por un papel - -
whatman n® 1, obteniéndose una concentraci6n aproximada de
c103H del 28%.

A los digeridos se les afaden 10 m1 de agua re--
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cien destilada y se adicionan 2 ml de una solucidn de aci
do arsenioso. Esta estd preparada con 3 g. de Aszo3 y 87,5
g. de CINa en un matraz en el que previamente se han disuel
to 2 g. de NaOH en 200 m1 de agua destilada, y sobre la - -
mezcla se afnade una solucidon de 764 ml de SO4H2 en un litro
de agua destilada y se 1leva después a dos litros con agua
destilada.

E1 digerido, disuelto en 10 ml1 de agua y 2 ml de
arsenitnse introduce en un bafio de agua a 32°C; se agregan
0,3 m1 de una solucion de sulfato cérico-aménico. Esta se
prepara con 97 ml de SO4H2 diluidos hasta un litro de agua
destilada a la que se afiaden 22 g. de (504)4Ce (NH4)4 (sul
fato cérico amdnico), controlando el tiempo. A los 32 minu
tos aproximadamente se toma una fraccion de la mezcla, que
se colorimetrea a 410 my en un colorimetro Coleman.

Con toda serie de problemas se debe diferir una
serie de standards. Como standards se emplean distintas
soluciones de IO3K. Generalmente utilizamos, respectivamen
te, un blanco y 0,02, 0,04 y 0,06 ug de I contenidos en 1
ml de agua destilada. Para conseguir el éxito del método
es necesario utilizar reactivos de la mayor garantia inter
nacional, asi como observar una limpieza absoluta en el =--
material utilizado e incluso un laboratorio totalmente ais
lado y dedicado exclusivamente a la realizacién de estas
determinaciones. Cualquier contaminacion es delatada por
la rapida decoloracidn de las standards.

Segin sea la cantidad de iodo que supongamos tie
nen los problemas a valorar, podremos introducir diversas
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variaciones sobre el método general.

127 127

2) Valoracidn de I en plasmas.

_y PBI
- 1127 Total: Se utilizan 0,5 ml1 de plasma pa-
ra cada determinacidon y se sigue el método general sin -
introducir ninguna variacion.

- PBI127 o iodo ligado a proteinas plasmaticas:
0,5 de plasma se precipitan con 10 ml de acido tricloroacg
tico (TCA) al 5% en el mismo tubo que se va a utilizar pos
teriormente para la digestidn; después de dejar reposar

el precipitado durante 15 pinutos, se centrifuga a 2.000
rpm durante 10 minutos. Se decanta el sobrenadante, y el
precipitado, que contiene todas las proteinas séricas --
portadoras de compuestos iodados, se lava con otros 10 ml
del mismo acido, con posterior centrifugacidon y decanta-
cion del sobrenadante. Con el precipitado en presencia de
3 ml1 de dcido clérico, se comienza la digestion continuan
do el método general.

3) Valoracidn de iodo en orina
Se hace igual que el PBI normal, pero sin preci
pitar con TCA. A las standards y muestras de orina, basta

agregar 1 ml de acido clorico.

4) Valoracidén de iodo en tiroides.

En nuestro caso hemos analizado el contenido -
en iodo de las glandulas usando alicuotas del homogenado
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Wecho con Tris-CIH (0,2 m1).

Las alicuotas de los homogenados se digieren con
1,5 ml de dcido cldorico. Las standards para este tipo de
determinacidén son: 0,0 (blanco) 0,5, 1,0, 2,0 y 4,0 ug de
I. Estas standards también se digieren con 1,5 ml de aci-
do clorico. Una vez terminada la digestion se diluyen las
muestras con 10 ml1 de agua destilada. De aqui se toman - -
0,5 ml, se 1e anade luego 10 ml de H20. 2 ml de arsenito
y 0,5 ml de sulfato cérico-amdénico. A partir de este momen
to se continua el método general, con la Gnica variaciodn
de colorimetrar las muestras a tiempos mds cortos (apro-
ximadamente 16 minutos) después de la adicidén de cérico,
puesto que el contenido en iodo de los tiroides es mayor
que el del plasma.

6) METODOS RADIACTIVOS

1) Contaje de radiactividad

Todos los contajes se han realizado en contador
automatico de pozo, Packard, para radiaciones gammas; en
la comparacion de las distintas muestras, se ha procurado
mantener 1a misma geometria y que la radiactividad total
contada no fuese superior a los 80-100.000 cpm, para evi-
tar Ta formacidon de radiaciones secundarias.

Las cromatografias se han contado cortando las
tiras cromatograficas en trocitos de 0,5-1 cm de ancho,
contandose cada uno de estos trozos el tiempo necesario
para que el error total de contaje no sobrepasase el 5%;
en ocasiones, en extractos de drganos de poca radiactivi-
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dad, ha sido necesario realizar contajes de mds de 20 mi-
nutos en cada cm de la tira cromatografica. Si la radiac

tividad total de l1a tira cromatogrdfica era excesivamente
baja, se contaba el area correspondiente a las manchas -

quimicas de los carriers puestos en el origen del cromato
grama antes del desarrollo de la cromatografia.

Determinacidn del error de contaje(Comar, 1955):
viene dado por el cociente entre la desviacion standard -
del contaje y el nimero de cuentas netas (cuentas totales
menos el fondo del contador) obtenidas por minuto; el --
error se expresa en por ciento. En general, la desviacidn
standard en el contaje de una muestra es la raiz cuadrada
del niimero de cuentas; asi por ejemplo, en el contaje de
una muestra con una actividad de 900 cpm, la desviacidn
standard del contaje seria de 30 cpm, y el error cometido,
aproximadamente del 3%. |

En el contaje de las muestras bioldgicas, sobre
todo si se trata de cromatografias de extractos de orga-
nos periféricos, como son la mayoria de los contajes efec
tuados durante el desarrollo del trabajo de la presente
tesis, se tiene poca radiactividad, mientras que, por - -
otro lado, el fondo de 1os contadores es relativamente -
alto y, ain mds importante, puede ser variable; en estos
casos, la desviacidon standard de un contaje cualquiera, -

viene dado por la formula: |

D.E. = _ﬂ“__ + __.(.:f__ 1/2
Tm?2 Tf2
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siendo D.E., la desviacidon estandard, Cm el niimero total
de cuentas de la muestra registradas en el tiempo Tm, Yy
Cf el nimero total de cuentas del fondo registradas en
el tiempo Tf; con esta férmula se puede construir una--
tabla de errores para cada contador, como la representa-
da en la fig. (2).

En la estimacion de valor del fondo del apara-
to, es muy importante que se realize estando el pozo del
contador ocupado por un tubo similar a los que se emplean
en los contajes; la razdn es que los fototubos son sensi-
bles a la radiactividad ambiental, por 1o que si se mide
el fondo con el pozo del contador libre, 1a estimacidon -
de éste es superior a la real, aproximadamente en 1/3.

2) Material radiactivo

Todo el material procedia de Amershan, Inglate
rra. En el ex?ggimento de equilibracidon con ioduro, se
ha usado el I ,por ser su vida media (60 dias) Tgf ade
cuada para este tipo de experimentos que la del I (8
dias).

En el caso de la T4marCada con 1125, se recibfia
en una solucidn de propilenglicol al 50% en agua; inme--
diatamente después de 1legar al laboratorio, se prepara-
ba la solucidon stock, de la cual se harian las diluciones
adecuadas para la preparacion de las dosis para inyectar
a las ratas, junto con la cantidad necesaria de T4 esta-
ble (Sigma). Al principio y al final de cada experimento
se controlaba la pureza de cada lote por medio de croma-
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Figura 2: Errores de contaje. Se representa el logaritmo del tiem
po necesario (abscisas) de contaje de muestras radiacti
vas, de actividad expresada en cuentas netas por minuto
(CPM-Fondo), para que el error de contaje sea del 5 %; -
los puntos son tedricos y han sido calculados, de acuer
do con la formula dada en el texto, para un contador cu
yo fondo sea de 200 cpm, y en el caso de que el tiempo
de contaje de la muestra (Tm) sea igual al de contaje del
fondo (Tf). A medida que la actividad de la muestra es -
menor, es necesario que el tiempo de contaje sea mayor.
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tografia en papel en HAAT; generalmente, 1a cantidad de
T3 radiactiva contaminante era alrededor del 2%.

La dosis de T4 inyectada a las ratas iba en -
0.5 m1 de solucion salina 0,15 M con suero de rata al -

2%, a pH neutro.

3) Equilibrio isotdpico

a) Concepto

E1l método de equilibrio isotdépico (Van - -
Middlesworth, 1956; Morel y Simdon, 1957; Simdon y Morel,
1957) es un método fisioldgico que estd basado en el -
principio de renovacidn de un metabolito en estado esta
cionario.

Sea un "pool" B, en estado estacionario, -
que se renueva con una tasa constante, K, a partir del
"pool" A; si A es radiactivo y posee una actividad espe
cifica (a.e. = cociente moléculas marcadas/moléculas no
marcadas o "frias") constante, ao., la variacidon de la -
a.e., b, del "pool" B, viene dada por la ecuacidn:

_db . K (ao- b)

dt

La evolucion en funcidon del tiempo de la -
a.e., se obtiene por integracion de esta ecuacion, y se-
ra:

b = ao( 1 - e- Kt).
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Esta ecuacidn describe una funcidén exponencial
que tiende hacia un valor asintdotico, b = a,cuando el -
tiempo tiende a infinito; es decir, cuando el "pool" B
se ha renovado completamente, su actividad especifica -
se hace igual a la de su precursor, A; entonces, el "pool"
B estd en equilibrio isotdpico con A. Si son varios los
"pools" que se estan renovando, cada uno con una veloci-
dad diferente, pero a partir de un mismo precursor, des-
pués de un tiempo suficientemente largo para que el "pool"
mas lento se haya renovado totalmente, todos 1osv"pools"
tendrdn la misma actividad especifica, e igual a la del
precursor. ‘

b) Aplicaciones

Una vez alcanzado el equilibrio isotdpico,
se puede: '

- Conocer el valor absoluto de un "pool" -
cualquiera a partir de la radiactividad de dicho "pool";
efectivamente, en el estado de equilibrio, se tiene que,
por ejemplo en el "pool" B,

*
a.e. = B = a.e. del "pool" A, que conoce-
B

mos; luego, conociendo la actividad especifica y la ra-
diactividad, B*, podemos conocer el valor absoluto, B -
(fig. 3 ). Esto es especialmente Gtil en la medida de
ijodoaminoadcidos en tejidos, en los cuales, la concentra-
cion de aquéllos es tan baja, que es imposible su deter-
minacidon por métodos quimicos directos.




'CONSTANCIA DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA
(I%/17) EN PLASMA .

g Controles Frio
3 NS. NS.
o 5 |
Q. g 3} i
\ 2 _
[S—
o 1}
3.
0
por valoracion 17
. 1125
por calculo a partir I

Figura 3: E1 PBI (fodo proteico en plasma), medido directamente va-
lorando iodo quimico en el precipitado con TCA (dcido tri
cloroacético), arroja los mismos valores que calculando -
la cantidad de iodo a partir de la radiactividad del pre-
cipitado y de la actividad especifica del iodo radiactivo
administrado a las ratas hasta conseguir el estado de equi
librio isotdpico. '
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- Conocer la tasa de renovacidén, K, de un
"pool", por la relaciodn: ‘

In (1 --2) = - kt.
a,

E1 factor K representa la fraccién constante del "pool"

B que se renueva por unidad de tiempo. En la practica -

se usa una escala logaritmica decimal y se mide la vida

media bioldgica, t1/2; se puede demostrar que K = 0.693/
t1/2, siendo 0.693 el cociente 1g 2/1g e.

- Flujo de renovacidn: viene dado por el -
producto KxB; para el tiroides, el flujo de renovacion

representa el flujo de secrecion.

c) Metodologia

Para alcanzar el estado de equilibrio iso-
topico, se administra durante un periodo mds o menos lar
go, una mezcla de I marcado (I*) y I estable (I127), de
actividad especifica conocida y constante a 1o largo de
todo el experimento; generalmente se suele usar 1125, por
ser su vida media mds larga que la del I!3! (60 y 8 dias,
respectivamente). Es extremadamente importante que la ac-
tividad especifica del iodo administrado sea constante -
durante todo el tiempo que dure el experimento, para lo
cual es necesario reducir al minimo las fuentes de iodo
estable y evitar cualquier contaminacion radiactiva, ali-
mentando a los animales a base de una dieta pobre en iodo
(Remington, pg. 41 ) v agua destilada, poniendo especial
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cuidado en la limpieza del material.

E1 iodo marcado de actividad constante, se
puede administrar en el agua de bebida, por inyeccidn o
mezclado con la comida; de estos tres, son el primero y
el G1timo los que mds se parecen a las condiciones fisio
16gicas y, de estos dos, el mds exacto es administrarlo
con la comida, puesto que el Remington posee pequefias can
tidades de iodo (0,06 u/gm pudiendo variar segin los dife
rentes lotes) que suponen un aporte suplementario que pue
de tener importancia, sobre todo cuando el equilibrio se
realiza con bajas cantidades de iodo estable; asi por --
ejemplo, si un grupo de ratas de peso de 200 g, se equi-
libra con 5 pg de iodo/dia, en el agua de bebida o en in-
yeccion, la cantidad de iodo estable que ingieren, proce-
dente del Remington, serd alrededor de 1,8 ug/dia (puesto
que una rata de 100 g viene a comer 10-15 g de Remington/
dia y 30 x 0,06 = 1,8 ), 1o que vendria a suponer un 30%
del iodo que se les administra mezclado caon el radiactivo;
ésto cobra especial importancia considerando que las osci-
laciones en el ritmo de comida y bebida repercutirian en
la actividad especifica que, de esta forma, se hace varia-
ble a 1o largo del experimento; por tanto, en experimen- -
tos de equilibracidén isotdépica en grupos a los que se ad-
ministre una cantidad baja de iodo estable (como por ejem-
plo, estudios de influencia de escasez de iodo en la dieta,
o cuando se trata de comparar grupos a distintas dosis de
iodo, o en los que se espere que, en determinado momento a
1o largo del experimento, va a cambiar el peso de comida
ingerido, es indispensable administrar el iodo mezclado --
con la comida; de esta manera, las variacionesen la inges-
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ta s6lo repercuten en la cantidad total de iodo ingeri—
do, pero no en la actividad especifica del mismo.

d) Procedimiento experimental

- Equilibrio isotdpico con ioduro en ratas
intactas: Al comienzo del experimento se prepara una so-
lucidn en la que va el iodo radiactivo y el estable, jun
to con un poco de tiosulfato para impedir la oxidacién del
iodo, y se separan las dosis correspondientes a cada dfia,
que se guardan congeladas. Asimismo, se prepara la canti-
dad de Remington necesaria para todo el experimento, para
_evitar cambios en la composicion del mismo. A diario, se
diluye cada dosis en la cantidad de agua necesaria para
preparar el Remington, y se mezcla con éste, hasta que -
la mezcla resultante sea 1o mds uniforme posible para que
la distribucion de iodo sea homogénea, o sea, que la ra-
diactividad por unidad de peso sea constante (tabla 1 ).

Antes del comienzo del experimento, es con-
veniente administrar a las ratas durante unos dias, una
solucion de C104K al 1% en la bebida, para producir un -
vaciamiento de 1los "pools' de iodo y hacer asi mds rdpida
la consecucion del equilibrio.

, - Equilibrio isotdépico con T4 en ratas ti--
roidectomizadas (Escobar del Rey y Morreale de Escobar -
1961): se realiza administrando a diario, por via intra-
peritoneal, una solucidn de T4 marcada junto con la dosis
de sustitucidn necesaria, en salino 0,15 M con suero de -
rata al 2% o albdmina sérica al 1%; tras la tiroidecto- -



Tablia 1 : Error de distribucidon de la radiactividad en-
el Remington:

La solucion radiactiva se mezcld con el Reming-
ton y se determind peso y radiactividad en alicuotas to-
madas de diferentes zonas de la mezcla. El1 error de dis--
tribucion de radiactividad es del 3,15%.

Contaje del Remington
Alicuota Peso Radiactividad Radiactividad/0,5 g

1 0,50 g 63.983 cpm 63.983 cpm

2 0,45 " 57.671 " 64.078 "

3 0,37 " 48 .599 " 65.674 "

4 0,57 " | 76.820 " 67.385 "

5 0,40 " 52.274 " 65.342 "

6 0,36 " 50.774 " 70.519 "

7 0,51 " 66.835 " 65.524 "
8 0,39 " 53.412 " 68.476 "

9 0,51 " 66.707 " 65.399 "
10 0,60 " 77.548 " 64.623 "
Media + D.E.: 66.100 + 2.085
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mia, se mantiene a los animales con la dosis de sustitu -
cion, pero sin radiactividad, durante unas semanas, después

de 1o cual se comienza con el equilibrio propiamente dicho;
la alimentacidon es a base de Remington y agua destilada.

- Control del equilibrio: Cuando se ha al-
canzado, la radiactividad total eliminada debe ser igual
a la administrada y la actividad especifica en cualquier"pool"
del animal debe ser practicamente igual a la de 1a sustan--
cia radiactiva administrada. Asi pues, si se 1leva el balan
ce de eliminacidon urinaria y fecal de radiactividad, se ob-
serva que la radiactividad total eliminada se incrementa -
a 1o largo del experimento, hasta que se hace constante e
igual a la administrada. Por otro lado, si se representa -
en un eje de coordenadas radiactividad frente a iodo quimi
co (fig. 5 ) se observa que, en el equilibrio, los puntos
procedentes de distintas muestras bioldgicas, estdn repre-
sentados por la misma recta de regresidon; la pendiente de
esta recta, es la actividad especifica.

E1 equilibrio con ioduro en ratas intactas,
se alcanza a los 20-30 dias del comienzo de la administra-
cion del is6topo; el equilibrio con T, en ratas tiroidecto
mizadas, se alcanza en 5-7 dfias.

Hay que hacer notar que la actividad especi
fica conseguida en los diferentes compartimientos del iodo
administrado, puesto que, como hemos visto antes, la varia
cidén de la actividad especifica (b) de un determinado pool,
es funcion exponencial de la a.e. de la sustancia adminis-
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trada (a.), que tiende a un valor asintético, de tal ma-

nera que la igualdad b = a, solo se consegdir?a a tiempo

infinito. Sin embargo, la aproximacion conseguida es su-

ficiente, y la diferencia entre la a.e. de cada comparti-
miento bioldgico y 1a de la sustancia administrada es in-
detectable.

4) Determinacidn de iodoaminodcidos

a) Determinacidén de iodoaminodcidos en ti--
roides.

- Homogenizacion: se realiza en Potter de -
vidrio, accionado mecanicamente, a 4°C, en 0,5 ml1 de bu-
ffer Tris- CIH 0,05 M a Ph 8,6, que contiene PTU 10 3 M,

En el homogenado asi preparado, se determina
iodo en alicuotas de 0,1 -0,2 ml. Los iodoaminodcidos se
encuentran unidos a una matriz proteica, la tiroglobulina,
por 1o que es necesario realizar una digestidon proteolfiti
ca antes de la separacidon cromatogrdafica. Sin embargo, una
pequefifsima fraccién se encuentra en estado "libre" como
consecuencia de la accidon fisioldgica de las proteasas in-
tratiroideas. Esta fraccidn representaria la que estd se--
gregindose (Haibach, 1971), y se puede poner de manifiesto
realizando una cromatografia del homogenado sin hidrolizar;
en este caso, la tiroglobulina se queda en el origen del -
cromatograma, mientras los iodoaminodcidos "libres" pueden
detectarse segln sus Rf caracteristicos.

- Digestion proteolitica:
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La técnica que se sigue esta basada en las
descritas por Tong y Chaikoff (1958) y Mayberry y Astwood
(1960), teniendo en cuenta las observaciones de Rosenberg
y Cols. (1964). A las alicuotas tomadas del homogenizado
se anaden 0,1 ml de Pronasa (Calbiochem) al 4% en el mismo
buffer arriba descrito y unas gotas de tolueno, para evi-
tar el desarrollo de contaminaciones bacterianas; a conti
‘nuacidn se introduce en estufa a 37°C durante 7-8 horas -
para digestidn.

b) Determinaci6n de iodoaminodcidos en teji-
dos extratiroideos.

Dadas las pequefisimas cantidades de iodoami-
nodcidos en tejidos extratiroideos, se hace necesario re-
currir a preparar, previamente a las ratas, siguiendo el -
método de equilibrio isotépico que hemos comentado ante--
riormente (pag.51 ) de esta manera, el contenido total en
iodo de un Organo cualquiera se obtiene, simplemente, de-
terminando la cantidad de radiactividad en el 6rgano, com-
parando con una standard.de actividad especifica conocida.
Las proporciones y cantidades absolutas de los diferentes
compuestos iodados se obtienen mediante separacidn croma-
tografica de estos compuestos, y contaje de la radiactivi
dad de la tira. Lo ideal seria poder realizar cromatogra-
mas directamente del homogenado de tejido, pero es muy --
limitada la cantidad que se puede cromatografiar con lo -
que la radiactividad total del papel seria demasiado baja;
asi pues, se hace.necesario hacer una extraceion previa de
los homogenados para eliminar 1ipidos y proteinas.
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- Homogenizacidon: Se realiza en potter de -
vidrio o tefldon, accionado mecdnicamente, en 2 vols de agua
destilada, a 4°C, durante unos 5 minutos. En las condiciones
en que hemos hecho este proceso en los experimentos de la
presente tesis, no se pudo demostrar la presencia de célu-
las enteras mediante microscopfa de una extensidn del homo
genado.

Una vez homogenado el tejido, se separa una
alicuota, generalmente de 1 ml, se cuenta la radiactividad
total y se comienza con el proceso de extracciodn.

- Extraccidon: Se puede usar cualquier solven
te organico en el que los iodoaminodcidos sean muy solubles;
el solvente cldsico es el butanol acidificado con Cl1H o -
SO4H2, que presenta la desventaja de requerir largos tiempos
para la evaporacidon de los extractos; sin embargo, si se -
quiere extraer grandes cantidades de tejido, se puede ex--
traer posteriormente,a partir del extracto butandélico, 17-
pidos, con cloroformo, y los iodoaminodcidos con NH4OH 2N,
(Flock y Bollman, 1955). Nosotros hemos usado el etanol al
95%, que resulta de fdcil evaporacidn ya que, puesto que -
partiamos de 1 ml1 de homogenado, no se requeria una ulterior
extraccion de 1ipidos ni sales, que pudiesen interferir con
la movilidad cromatogrdafica de los compuestos iodados. El
rendimiento en la extraccidn es el mismo que con butanol--
(Surks y Cols, 1969)

Asi pues, el homogenado se extrae con 6 vols
de etanol al 95%, agitando en vdrtex durante 5 minutos; ge
neralmente, s6l1o es necesario hacer 3 extracciones, depen-
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diendo, principalmente, de la agitacidon que debe ser muy
intensa; se consigue extraer alrededor del 90% de la ra-
diactividad total, dependiendo del 6rgano y de las cir--
cunstancias fisioldgicas del animal del que provenga; el
resto, (10%) corresponde a proteinas iodadas no solubles
en etanol ni otros solventes orgdnicos y, por tanto, no
extraible (Non extractable iodine, o NEI) (Surks y Cols,
1969). Una vez finalizada la extraccién, se cuenta la -
radiactividad del pellet resultante, y se determina el
porcentaje de NEI dividiendo por la radiactividad inicial
del homogenado antes de la extraccién,

E1 extracto se evapora hasta sequedad en co-
rriente de nitrdgeno a una temperatura inferior a los --
40 °C. E1 extracto seco se guarda a -20 °C hasta el momen
to de la cromatografia.

- Cromatografia: Al extracto se afiade 20 ul
de una solucidn de iodoaminodcidos en cantidad suficiente
para que, al tefiir con reactivos adecuados (ver pg.69 ) -
produzcan una mancha coloreada, visible facilmente. Des--
pués se disuelve en un pequefio volumen de metanol-amonia-
co, 99/1; nosotros recogemos el extracto en 0,2 ml y, tras
agitar en vortex para resuspender el pequefio precipitado
de proteinas insolubles, y aplicar en el papel cromatogrd
fico, lavamos el tubo con 0,2—0,3 ml; de esta forma préc
ticamente la totalidad de la radiactividad del extracto
se transfiere al papel de cromatograffa; ésta se realiza
en papel Whattman 3 mm, en tiras de 50 c¢m de largo, usan-
do como solvente HAAT; el procedimiento detallado, asf --
como los contajes de las tiras cromatograficas se resefia
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en apartados especiales

- Cdlculos: A partir de los datos de radiac
tividad en 1a tira cromatografica, obtenemos los porcen-
tajes de iodoaminodcidos presentes en el extracto de teji
do; de estos porcentajes podemos obtener la cantidad abso
luta conociendo la cantidad de iodo en el extracto, que -
resulta de la diferencia entre el valor del iodo total y
el del NEI. |

7) CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Es un método especial de andlisis de mezclas-
de compuestos que se basa en el hecho de la diferente ve
locidad de migracion que alcanzan l1os compuestos en una
solucidon, a través de una tira o lamina de papel poroso,
seglin sea ésta mono o bidimensional. La cromatografia en
papel es el método que nosotros hemos usado para la de--
terminacidn cualitativa y cuantitativa de los diferentes
compuestos iodados en los extractos de tejidos. En todas
las separaciones cromatogrdaficas hemos usado el papel --
Whattman 3 mm, que permite la aplicacion de, relativamen
te, grandes cantidades de muestra; las cromatografias se
hacian correr en el mismo sentido que las fibras del pa
pel. |

1) Solventes cromatograficos

Dependiendo de la naturaleza de las muestras -
a analizar, hemos utilizado butanol-etanol-amoniaco - --
(BEA) o alcohol amilico terciario-hexano-amoniaco (HAAT).
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» - BEA: Consta de n-butanol, etanol y NH40H -
1N en proporciones de 5,1,2, respectivamente; el desarro
110 del cromatograma se realiza en sentido semiascendente,
formando el papel un angulo de unos 45°respecto a la hori
zontal. Como tanques cromatogrdaficos se emplearon, para -
las cromatografias monodimensionales, cajas de plastico
de 10 x 20 x 30 que por su cierre hermético y pequefio ta
mafio permitian alcanzar una buena y rdpida saturacifn y
en las que se obtenian excelentes separaciones. E1 tiem-
po de desarrollo del cromatograma es de unas 16 horas. -
Este es el sistema cromatogrdafico 6ptimo para analizar -
hidrolizados de tiroides, pues permite una separacién --
completa de todos los compuestos iodados tiroideos; los
Rf observados para estos compuestos son los siguientes:

DIT ~-vcememccccne-- 0,23
MIT --c-mcccmemeem- 0,35
17 cmcmmccmeaeeaaa 0,46
T4 --------------- 0,61
T3 --------------- 0,77

Frente a 27-30 cm.

- HAAT: E1 sistema cromatografico anterior -
no permite una separacidén muy buena entre las iodotironi
nas; por otra parte, la eventual presencia de derivados
acéticos de T4 (Tetrac,) y g]ucﬁronoconjugados hace nece
sario el uso de otro sistema; por otro lado, no existen
DIT ni MIT en los extractos solubles de los Organos ex--
tratiroideos, por 1o que las necesidades en el analisis
de estos extractos se limitan a separar muy bien I, T4
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y Ty y principalmente estas dos Gltimas; el sistema cld
sico que se ha empleado hasta hace poco tiempo para el -
estudio de iodoaminodcidos en tejidos periféricos era el
alcohol amilico terciario saturado con NH40H 2 N, (Tomita
y Cols, 1957), que requeria 48 horas para el desarrollo
completo de la cromatografia; permitia una separacion --
entre las iodotironinas de 4 a 6 cm y no habia que tener
grandes precauciones en la equilibracidén del tanque cro-
matogrdfico; sin embargo, incluso estas separaciones en-
tre las iodotironinas no permitTan'dilucidar con seguri-
dad si la radiactividad encontrada en la mancha de T3. -
en los casos (como en plasma) en que los cocientes T3/T4
son muy bajos, era realmente T3 0o, simplemente, arrastre
de la radiactividad de T,. La adicidon de hexano al siste
ma cldsico mejord notablemente la separacidn cromatogrd-
fica entre T3 y T4, (Bellabarba y Cols, 1968), de tal ma
nera que la separacidon entre ambas es, usualmente, mayor
de 8 cm, pudiendo ser de hasta 12 cm, al mismo tiempo que
el desarrollo completo del cromatograma requiere sdlo --
unas 15-16 horas; el inconveniente que presenta este sis
tema cromatogrdafico es la gran dificultad en la equilibra
cion del tanque, dada la volatilidad del hexano; éste, -
debe estar presente en la atmoésfera cromatogrdafica en una
cantidad suficiente, pero no a saturacidn, puesto que en-
tonces, solo se consigue que se desarrolle el cromatogra
ma en 3-4 horas, sin que los compuestos iodados se muevan
del origen. E1 solvente consta de hexano-alcohol amilico
terciario- NH40H 2N (1,5,6). Al mezclar los 3 componentes,
se forman dos fases: 1a inferior (acuosa) se emplea para
la equilibracién del tanque; la superior (orgdnica) para
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el desarrollo de la cromatografia.

Se emplean tanques cilindricos de vidrio de
30 cm de diametro x60 cm de altura; el tanque se reviste
por dentro de papel Whattman 3mm y se coloca en el fando
unos 100-200 ml de la fase acuosa del solvente; se deja
que esta fase ascienda por el papel que reviste el tanque,
durante un periodo de una semana; en una de las bandejas
del tanque, se coloca una tira de papel Whattman y se le
afiaden 50 ml de la fase orgdnica dejandose correr duran-
te toda la noche; el tanque asi equilibrado, estd ya 1lis
to para efectuar la separacidon cromatografica; a veces,
con esta primera equilibracidn no se consigue que el sol
vente 1leque hasta el final del papel cromatografico, --
aunque la separacidn entre las iodotironinas sea buena;
en este caso, si se quieren conseguir mejores separacio-
nes, se puede repetir la 2° parte de la equilibracidon 2-
3 veces; aunque la temperatura Optima para el desarrollo
de los cromatogramas es de 30-35 °C, se puede realizar a
la temperatura ambiente del laboratorio, con buenos resul
tados.

La muestra se aplica en tiras de 2,5 cm de -
ancho por 50 cm de largo, a unos 8 cm de uno de los ex--
tremos, procurando que el desarrollo del cromatograma si
ga el mismo sentido que el de las fibras del papel.

En 1a fig ( 4 ) se muestra un cromatograma
tipico obtenido con este sistema; los Rf obtenidos, son
los siguientes:
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Figura 4: Cromatograf1a en a]coho] am111co terciario-hexano
- amoniaco 2N (5, 1, 6). La posicién de los trans
portadores qu1m1cos se reveld mediante tincion ~-
con cloruroc de paladio (Ioduro) Yy con el reactivo
d1azosu]fan111co (T4 y T ). La distancia entre la
T4 y la T3 es, aprox1madamente, de 10 cm.
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T0DURQ =mmmmmm- 0,07
Ty  memeeee- 0,17
TETRAC =--mwenm- 0,33
L 0,50
TRIAC ------u- 0,63

Frente a 40-45 cm.

Si hay iodotirosinas en la muestra, se que-
dan practicamente en el origen, los glucuronoconjugados,
que, a veces se observan en cromatogramas de plasma de
ratas tratadas con T4 y en higado, tienen una movilidad
cromatogrdfica un poco por detrds del ioduro (figs 13a).

2) Cromatografias bidimensionales

Estos dos sistemas se pueden combinar para con
seguir mejores separaciones cromatogrdaficas; 1o que da
mejor resultado es hacer, primero, una cromatografia en
BEA, ascendente, en una direccidén, y después en HAAT, -
descendente en direccion perpendicular; para ésto, se -
coloca l1a muestra en uno de los angulos de una hoja de
papel Whattman 3 mm de 46 x 57 cm, se enrrolla formando -
un cilindro, y se coloca verticalmente en un tanque de -
vidrio, sobre cuyo fondo se ha colocado el BEA; se desarro
11a el cromatograma, se seca y se vuelve a correr en HAAT,
descendente; se consigue una separacidén completa de las
jodotironinas y sus derivados acéticos (fig 13b). Tiene
el inconveniente de que s6lo se puede poner una muestra
en cada hoja de papel, y que la localizacion de los com-
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puestos iodados sdolo se puede hacer mediante localiza--
cion de los carriers puestos en el origen o por autorra-
diograffia.

Otra manera de combinar estos dos sistemas, es
hacer primero una cromatografia en BEA, de la manera ha-
bitual, y, después de secar, otra en HAAT en la misma di
reccion; la ventaja que tiene es que se pueden separar -
en la misma tira cromatografica todos los iodoaminoacidos,
incluidas las jodotirosinas (fig 10 ).

3) Localizacidn de los compuestos ijodados

La posicion de los diferentes iodoaminodcidos -
se realiza mediante identificacién de la posicidn de sus
tancias "carriers" o portadores, colocadas en el origen
del cromatograma antes del desarrollo de 1a cromatografia;
las cantidades de cada una de estas sustancias, son las
siguientes:

DIT -~-=----moooem-- 3,5 mg
MIT =cceccmmcem e = 2,5 "
Ik ~ecccccccacmcae= 2 "
T4 --------------- 8 "
T3 --------------- 8 "
TA4 --------------- 8 "
TA3 --------------- 8 n
PTU --cccmcmceceeem 4 "

Se preparan soluciones que contengan estas can-
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tidades, en 2 m1 de metanol amoniaco 3:1; la solucidon -
que se prepara suele llevar sdlo algunos de estos compues
tos, seglin los casos, pues es muy raro que se busque la
totalidad de estas sustancias en la misma muestra biolo-
gica. E1 PTU se anade para impedir desiodaciones.

La tincién del cromatograma se realiza, una vez
seco, espolvoreando con una solucion de cloruro de pala-
dio al 0,04 %, con 10 que el ioduro se tine de color ma-
rron; acto seguido se alcaliniza el papel con una solu--
cion de carbonato sdodico al 5% y se vuelve a espolvorear
con una mezcla, preparada en el momento de la tincidn, -
de dcido sulfanilico al 0,5 %4 y nitrito sédico al 5 %, -
(2:1); entonces aparecen manchas rosadas de los aminodci
dos que poseen un grupo fendlico orto sustituido (MIT, -
DIT, T4, etc.).

Una vez tefiido el cromatograma y localizada la
posicidon de los carriers, se cuenta la radiactividad de
la tira cromatogrdafica cortada en trozos de 0,5 a 1 cm -
de ancho; con ésto se consique, ademds de una informacién
Cuantitativa de los compuestos radiactivos presentes, co-
nocer la presencia de algin (os) otros compuestos que no
estaban presentes en el carrier.

Se obtienen de esta forma mejores resultados --
que contando la radiactividad en un cromatégrafo, pues -
aunque disponemos de uno tiene poca sensibilidad para con
tar el I131 y ninguna para el 1125,
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8) DETERMINACION DE HORMONA TIROTROPA

E1 fundamento de este método y parte de la técnica
son semejantes al método de valoracidon de insulina. E1 método
ha sido montado en este laboratorio por la Dra M.D. Garcia y
cols (1971), quienes realizaron las determinaciones.

A continuacién hacemos un breve resumen de la metd
dica general utilizada. Siguiendo los procedimientos de Lemar_
chand-Beraud y Vannotti (1965, a,b) obtuvieron el antisuero
anti-TSH bovino en cobayas (Garcia y Morreale de Escobar, 1970).
Como antigeno para marcar, emplearon TSH de tumores hipofisa-
rios de ratones, facilitados por el Dr Bates (NIH, USA), sien-
do este el antigeno ya empleado para este fin por Wilber y U-
tiger (1967). Marcaron este antigeno por el método de Greenwood
y Hunter (1963), con cloramina T. E1 antigeno marcado se puri-
fica previamente en columna de Sephadex G-100.

E1 anticuerpo espec¢ifico se utiliza a una dilucién
final de ¥120,000 y el complejo antigeno-anticuerpo marcado
se separa, tras 5 dias de incubacién a 5 °C mediante segundo
anticuerpo (antigamma globulina de cobaya, obtenida en cabra,
Antibodies Incorporated, USA) y centrifugacidn. Las estandards
de TSH de rata eran homogenados crudos de hipofisis, por no
haber standard internacional de TSH de rata, diluidos en plas-
ma de ratas inyectadas con T4.

Lbs resultados obtenidos estdn, por tanto, expre-
sados en unidades arbitrarias. 1 U= contenido en TSH de 1 hi-
p6fisis de rata normal adulta. Por repetidos bioensayos, usan-
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do el método de MKenzie (1958), determinaron que U arbitra-
ria de TSH-de rata = 0,21 U de la estandard internacional de
TSH bovino (NIH). '

g) CALCULOS ESTADISTICOS

Para poder enjuiciar mds objetivamenté los datos
obtenidos hemos aplicado cdlculos estadisticos.

1) Diferencia entre los valores medios de dos po-

blaciones.

E1 problema que se presenta con mds frecuencia,
es el de decidir si las diferencias entre los dataes medios de
dos grupos experiwehta]es distintos son estadisticamente sig-
nificativos o se deben a la variabilidad bioldgica o al e~
rror de la determinaciones analiticas. Para resolverlo se a-
plica el test (Arkin y cols, 1967) segdn el cual: v

. - (x - y) (1)
‘ error estandard de la diferencia (e.s.d.)

Cuando el numero de datos de ambos grupos es el mismo
(n1 = n2):

2 (x - X)2 4 £(y - §)°

nin - 1)

Cuando el numero de datos de ambos grupos es distinto
(n1 # nz):
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p by 2 =-0)% s (y - 5)2
ny Ny n1 + n, - 2

Es interesante conocer los términos que influyen
en las anteriores formulas:

=42
z (x - x)
Desviacidn estandard (DE) =|/varianza =
n -1
=12
i : (x - X)
Error estandard (e.s.) = Var;anza v
n(n - 1)

X ey : datos de cada animal con su correspondiente grupo.
X ey : medias aritméticas de los datos de cada grupo.

Datos_dudosos

A veces en un grupo aparecen uno o varios datos
claramente distintos del valor medio. Para sabgr si estos da-
tos pueden despreciarse se aplica el test de » (Moore y cols,
1951). Para el]o se determina en las correspondientes tablas
el valor de » en fancidn del nimero de datos dudosos. Por
este pro‘edimiento se podran despreciar los datos que sean

mayores o menores que la
Y 2 2
media ? VA (BE) =

, I (x - %)?

A

L]
x1
!

n - 1V
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Si se sale algiln dato, se vuelven a repetir todos’
los cdlculos, despreciandd ya los datos que se salen y enton-
ces mediante las tablas de Student (Arkin y cols, 1967) se
calcula la "p" de las pruebas de significatividad, en fun-
cién de t (formula 1). Esta p nos indica la probabiliddd de
bque 1a diferencia entre l1os valores medios de dos grupos, se
deba al caso (variabilidad bioldgica de los animales experi-
mentales o error de las determinaciones analiticas). Debido
a que se trata de experiencias bioldgicas, se considera como
valor 1imite el de p = 0,05, o sea si p es mayor que 0,05,
la diferencia es puramente casual, mientras que cuando p es
menor que este valor, la diferencia es estadisticamente sig-
nificativa.

2) Ajuste de una recta por minimos cuadrados (coe-

ficiente de regresién )

E1 coeficiente de regresidn es una medida de la
dependencia de dos variables dependientes entre si, dando in-
formacion sobre la relacidon existente entre ambas.

Interesa con frecuencia determinar cudl es la rec-
ta que mejor ajusta a una nube de puntos (poblacién). Como
la ecuacidon de la recta es y = a + bx, el problema consiste
en determinar: '

Ordenada en el origen

o &
n n

coeficiente de regresién (pendiente)
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IX Ly
Iy -b Ix IXy - n
a = b = —>
n Z(X_— X) .
iy - 7)°
Error de a (Sa) =
n(n - 1)
-2 EXY = Sx'n;,‘y:
sy - ¥)°- —>
t({x - x)
Error de b (Sb) = —
(n - 2) z(x - x)

Para comparar las pendientes de las rectas obteni-
das por minimos cuadrados, serd necesario calcular el error
estandard de ambas:

2
S = S + S H t =
(b1 + bz) b b2

Con el valor de t se buscan en las correspondien-
tes tablas (Snedecor, 1956) los valores de p para ver si di-
chas diferencias son o no significativas.

3) Coeficiente de correlacién

8irve para determinar la correlacidon entre dos pa-
rametros(Snedecor, 1956) y viene dado por la fdrmula:



6

IX Ly

T (xy)-
n

\ﬁ(x - 02 sy - §)2

n = nimero de datos apareados.

La maxima correlacidn que puede existir entre dos
variables es la unidad ( * 1); con el valor de r se acude a
las correspondientes tablas y se busca 1a p para n - 2, ob-
teniendo de esta forma si la correlacidn entre ambas es o no
significativa.



RESULTADOS
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1) EFECTO DEL FRIO AMBIENTAL SOBRE EL METABOLISMO INTRA
Y EXTRATIROIDEO DEL IODO EN RATAS INTACTAS EQUILIBRA-
DAS ISOTOPICAMENTE CON I125,

En esta primera parte se ha intentado reproducir
los cambios periféricos en el metabolismo de las hormonas
tiroideas producidos por la exposicién al frio que habfan
observado Albright y cols (1965); estos autores sometieron
ratas equilibradas isotdpicamente a la accidén del frio =~
(4°C) y observaron, junto con un aumento de la elimina -
cién urinaria de radiactividad, un incremento de las con
centraciones de T3 en los tejidos extratiroideos; ahora
.bien, puesto que se trataba de ratas intactas, no se acla
raba si el aumento de las concentraciones de T3 en los te
jidos era consecuencia de un aumento de la sintesis y se-
crecion por el tiroides, o era el resultado de un aumento
de la transformacidn de T4 a T3 por los tejidos extrati--
roideos.

E1 objetivo fundamental de esta primera parte ha
sido controlar el método de extraccion y cromatografia de
tejidos empleado por nosotros, tratando de reproducir los
cambios en el metabolismo de las hormonas tiroideas mencig
nados, al mismo tiempo que estudiar la sintesis hormonal-
por el tiroides para tratar de dilucidar si dichos cambios
se deben a un aumento de la sintesis y setreciﬁn de T3, a
un mecanismo exclusivamente periférico, o a ambos.

Para esto, se equilibraron isotépicamente 10 ra
tas machos, de un peso inicial comprendido entre 150-200
g, con una mezcla de I125 y 1127  de actividad especifica
igual a 2 uCi/ug, administrado en la comida (Remington,-
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pg 41 ), en cantidad suficiente para conseguir una con-
centracién de 22-26 ug de 1127 por 100 g de Remington,
siendo ésta una cantidad de iodo suficiente para impedir
la deficiencia del mismo (Hennnger y cols, 1963). Al tér
mino del equilibrio (aproximadamente a los 20 dfas de --
comenzar la administracién del isdtopo) se trasladd la -
mitad de los animales a cdmara fria a 4°C, donde habian
de permanecer dos semanas, quedando el resto (controles),
a la temperatura del criadero (22 °C). Durante todo el -
periodo de equilibracidn y de exposicidon al frio, se con
trold la excrecidon urinaria y fecal de radiactividad en
1a'figura 5 se representa la correlacidn existente,
al final del experimento, entre la radiactividad y la -
cantidad de iodo quimico, obtenida midiendo alicuotas de
la $olucidon radiactiva administrada a 1os animales en 1la
comida, y muestras de orinas y tiroides; se puede ver que
la cantidad de iodo quimico estd en funcidn de la radiac
tividad presente en la misma muestra, con un coeficiente
de correlacion de 0,98. La probabilidad de que una mues-
tra cualquiera esté representada por la ecuacidon de la -
recta tedrica resultante es altamente significativa. Esto
indica que la actividad especifica del I!25 en cualquiera
de sus compartimientos, es la misma, e igual a la del ig
do administrado, lo cual nos permite, conociendo la radiac
tividad de una muestra determinada, calcular el contenido
en iodo estable.

1) Efecto de 1a exposicidén al frio sobre la cur-
va ponderal y peso de los 6rganos

En la tabla 2 se representa el peso corporal,
y los de hip6fisis, suprarrenales y tiroides: a los 15-
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Figura 5: Correlacidon existente entre radiactividad y iodo quimico en -
muestras de tiroides y orina, comparadas con la del iodo de -
la ingesta, en el estado de equilibrio isotdopico. La pendiente

de la recta de regresidon representaria la actividad especifica
(1125/1127)_



Tabla 2 : Efecto de la exposicidon al frio durante 2 sema-
nas sobre el peso corporal y el de algunos 6rga-
nos. '

Los valores son media + desviacidén estandard.
N.S. = no significativo.

FRIO . CONTROLES p

CORPORAL 306,8 + 16,5 | 354,5 + 22,9 < 0,02
TIROIDES 27,28 + 3,5 33,6 + 7,1 N.S.
HIPOFISIS 8,3 + 0,98 7,6 + 1,8 N.S.
SUPRARRENALES | 48,6 + 10,96 | 40,1 + 8,1 N.S.
HIGADO | 13,25+ 1,55 | 14,42+ 1,19 | N.S.
RINON 3,01 + 0,24 2,82 + 0,22 | <0,01
CEREBRO 1,61 + 0,30 1,77 + 0,04 N.S.
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dias de exposicién al frio, se hace evidente una disminu
cion del peso corporal con respecto a los controles; es-
ta diferencia se debe a falta de ganancia durante el pe-
riodo de exposicidn al frio, y no a una pérdida real de
peso, como se aprecia al examinar la curva ponderal de -
las ratas, representada en 1a figura 6.

Efectivamente, mientras que las ratas manteni-
das a 22°C contindan su crecimiento normal, se observa -
un aplanamiento en la curva, de peso de las ratas expues
tas a 4°C.

No hay diferencias en los pesos de tiroides, hi
p6fisis y suprarrenales, aunque la media de los pesos de
tiroides de las ratas expuestas al frio estd mas baja que
1a de los controles; de los 6rganos estudiados, tan sélo
el rifion aumenta de peso significativamente con respecto
a los controles.

2) Efecto del frio sobre la eliminacidn urina-

ria de ioduro:

E1 estado de equilibrio isotdpico se alcanza -
cuando 1a cantidad de iodo eliminado por la orina se hace
constante: en el presente experimento, puede verse (fig.

7 ) que se consiguid hacia el dfa 20, después de una
fase de aumento de la eliminacidon urinaria; la caida en
la eliminacidon de radiactividad que se observa en los --
dias 9 al 13, se debe a que a este tiempo se disminuyd la
cantidad de radiactividad por gramo de comida administra-
da a las ratas, para evitar que tomasen una cantidad ex-
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Figura 6 : Curva de peso de las ratas de la parte I.
La exposicidén al frio produce una detencidn
del crecimiento.



EXCRECION DE I'?25 POR ORINA.
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Figura 7: Efecto del frio sobre la excrecidn de radiactividad en
orina. La primera fase de 1a curva, hasta los dias 15-
19, representa la consecucion del equilibrio isotdpico;
como se ve, la eliminacidon urinaria del 15 al 19 es --
practicamente igual a la del dia 37; la exposicidn al -
frio produce un aumento de la eliminacidn de radiactivi
dad por la orina. '
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cesiva, que pudiese provocar dahos en la tiroides. E1 pe
quefo aumento que se observa en la eliminacidn urinaria
durante todo el periodo restante, se debe al aumento de
la ingesta por el crecimiento de los animales; este fac-
tor no altera la constancia de la actividad especifica
de los diferentes "pools' de jodo, pues la actividad espe-
cifica del iodo de la comida continua siendo constante.
Durante el periodo de exposicion al frio, aumenta la can
tidad total de radiactividad eliminada por la orina, con
respecto a l1os controles.

3) Efecto del frio sobre la eliminacidn fecal-
de radjactividad y peso de las heces (fig 8 ):

Los resultados son comparables con el punto --
descrito anteriormente, con la diferencia de que el aumen
to de radiactividad eliminado por las heces en el caso -
de las ratas expuestas al frio, es mas evidente en el pri
mer dfa de exposicidon, que en los restantes.

4) Efecto del frio sobre la concentracién y can-
tidad total de iodo: (tabla 3) |

La alteracidon mas notable que se produce con la
exposicion al frio es la disminucion del PBI, a valores
que son casi del 50% del de los controles; puesto que la
cantidad de iodo en la dieta de aquel grupo era igual o
mayor que el de éste, es de suponer que esta disminucién
del PBI refleja una mayor velocidad de recambio de la ti
roxina plasmdtica o, dicho con otras palabras, estd acor
tada la vida media de esta hormona en plasma. La cantidad
de iodo total en tiroides estda también disminuida, To cual



Tabla 3 : Efecto del frio sobre la concentraciéon y canti-
dad total de iodo en diversos 6rganos:

Los valores representados son media + desvia--
cion estandard. N.S. = no significativo.

CONCENTRACION DE 10DO

FRIO CONTROLES p
PLASMA
PBI: (ug 1/100 m1) 2,97 + 0,7 4,5 + 0,52 | < 0,01
TIROIDES .
(ug I/mg) 0,12 + 0,03 0,19 + 0,06 | N.S.
HIGADO
(ng 1/g.) 34,1 + 4,6 39,5 + 4,03 N.S.
RINON |
(ng 1/g) 26,4 + 1,00 32,2 + 1,6 | < 0,05
CEREBRO |
(ng 1/g.) 0,72 + 0,2 1,63 + 0,8 N.S.
CANTIDAD TOTAL DE I0DO

FRIO CONTROLES p
TIROIDES (ug I) 3,44 + 0,69 6,25 + 1,6 |= 0,05
HIGADO (ng I) 447  + 45 571  + 95 < 0,05
RINON  (ng I) 79,7 + 7,8 77,9 + 5,4 N.S.
CEREBRO (ng I) 1,21 + 0,62 2,89 + 1,52 | N.S.
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no ocurre en la concentracidon, expresada en microgramos

de iodo por miligramo de tiroides; en realidad, la dife-
rencia en el iodo total es muy poco significativa (p=0,05)
Y, puesto que los tiroides de las ratas expuestas al frio
tienden a pesar menos que los de las controles, se anula
la diferencia al comparar ambos parametros.

En rifion disminuye la concentracion de iodo por
gramo de tejido, pero no la cantidad total por Organo, -
puesto que hemos visto que habTa un aumento de peso de es
te Organo; en higado estda disminuida la cantidad total -
de iodo por organo, y en cerebro no héy diferencias sig-
nificativas tanto en 1a cantidad como en la concentracién.

En lineas generales, aunque las diferencias no
son del todo claras, parece haber una tendencia a la dis
minucidn de la cantidad de iodo en los "pools" que hemos
estudiado, disminucidon que parece estar en relacidn con
el aumento de la excrecion del mismo por las heces, y --
con el aumento de la velocidad de degradacion metabdlica
de 1la T4 via desiodacidon, como se desprende del aumento
de eliminacidn de ioduro por la orina que hemos comenta-
do mds arriba.

5) Andlisis cromatogrdfico del hidrolizado ti-

roideo:

Los porcentajes de iodoaminodcidos encontrados
tras la digestidn con pronasa y cromatografia del tiroi-
des, estdn representados en la fig 9 ; no hay diferen-
cias significativas en la distribucidn porcentual de com
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Figura 9:

X FRIO ] CONTROLES

Distribucidon porcentual de compuestos jodados en
el hidrolizado tiroideo de ratas intactas, equi-
lTibradas isotdpicamente con I!25 y expuestas al
frio (4° C) durante 2 semanas.
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puestos iodados en tiroides, aunque se apunta una disminu
cion en los porcentajes de las iodotironinas, Los cocien-
tes MIT/DIT y T3/T4, tampoco se alteran.

6) Efecto del frio en el porcentaje, concentra-
cién y cantidad total de radiactividad no extraible (NEI)
(tabla 4 ): ’ '

E1 NEI representa la fraccidén radiactiva no so-
luble tras exhaustiva extraccion con etanol al 95%. Es de
destacar el elevado porcentaje de NEI que se encuentra en
cerebro; este dato serd discutido mis adelante. Estd dis-
minuida, tanto la concentracidn como la cantidad total, -
en cerebro e higado.

Se estudido la naturaleza del NEI encontrado en
cerebro, dado el inesperadamente alto porcentaje encontra
do en este componente. Se tratd de extraer con otros sol-
ventes orgdnicos, como el n-butanol y el n-butanol satura
do con CLH al 5%, sin ningln resultado; no se extraia con
solventes de 1ipidos, como el cloroformo. Se someti6é a hi
~drdlisis con pronasa tras lavado con éter etilico, secado
y rehomogenizacidon en Tris-ClH y nuevamente se sometid a
extraccidon con etanol al 95%; tras la hidrdolisis, se hizo
extraible un 40% de la radiactividad. E1 resultado del --
andlisis cromatogrdfico realizado haciendo primero una --
cromatografia ascendente en BEA y, después de secar el pg~
pel cromatogrdafico, una descendente en HAAT en la misma -
direccidon, estd representado en la fig 10 : La mayor par
te de la radiactividad esta en forma de DIT y MIT, exis--



Tabla 4

Efecto del frio sobre los porcentajes y concen-

tracion de iodo no extraible (NEI) en higado, rifién y cere-

bro:

La concentracidon de NEI se expresa como nanogra-
mos de iodo por gramo de tejido, calculada a partir del --
porcentaje de la radiactividad total no extraible. Los va-

lores son media + desviacidon estandard. N.S.

= no signifi-

cativo.
PORCENTAJE DE NEI

FRIO CONTROLES P
HIGADO 7,38 + 0,77 7,67 + 0,85 N.S.
RINON 15,17 + 0,74 20,07 *+ 6,86 N.S.
CEREBRO | 52,6 + 9,45 72,30 + 3,04 | < 6,02

.CONCENTRACION DE NEI

FRIO CONTROLES P
HIGADO 2,50 + 0,18 2,9 + 0,25| < 0,05
RINON 4,04 + 0,28 6,5 + 2,33 N.S.
CEREBRO | 0,30 *+ 0,09 1,14 + 0,68 | < 0,05
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Figura 10: Cromatograma en BEA + HAAT de un extracto en etanol al 95
del hidrolizado con pronasa del NEI de cerebro. En la par
te superior se sefiala la posicidn de los marcadores ( :ca-
rriers") quimicos colocados en el origen del papel antes
del desarrollo de la cromatografia. CPM: cuentas netas -
por minuto por cm de papel.
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tiendo un pequefio porcentaje (3,3%), como T4;‘no se detec
t6 nada de T3, a pesar de que la cantidad de ésta en la -
fraccion soluble en etanol, en cerebro, es alrededor del
50% de 1la T4.

7) Efecto del frio sobre la concentracidn y can-
tidad total de tiroxina: (tabla 5)

En tiroides hay una disminucién de la cantidad
total de T4 por glandula; en cuanto a la concentracidn -
por mg de tiroides, la diferencia observada entre las me-
dias no 1lega a ser significativa, reflejandose asi los -
cambios que hemos comentado antes en cuanto a la cantidad
de iodo y a los porcentajes encontrados tras la separacion
cromatografica. En rifion estd disminuida la concentraciodn
de T4, y en higado, la cantidad de T4 por organo total, -
reflejandose asimismo las diferencias en cuanto al conte-
-nido en iodo en estos d6rganos; en cerebro no se registran
diferencias en ninguno de los dos pardmetros.

8) Efecto del frio sobre la concentracidn y can-
tidad total de triodotironina: (tabla 6)

Los cambios observados en tiroides referentes a
T3, son paralelos a los que se han descrito en el caso de
la T4, es decir, hay una disminucion de la cantidad total
de T3. En organos extratiroideos, los cambios son inver--
sos a los observados en el caso de la T4: mientras que en
higado existe un aumento de la concentracidn, en rifién es
ta aumentada la cantidad de T3 por drgano; en cerebro no



-Tabla 5 : Efecto del fric sobre la concentracid6n y canti-

dad total de tiroxina en diversos O6rganos:

Los datos estan expresados en microgramos de - -
jodo (tiroides) o nanogramos (higado, rifion y cerebro) por
gramo de tejido, o por Organo. Los valores representados -
son media *+ desviacidn estandard. N.S, = no significativo.

CONCENTRACTION

FRIO CONTROLES p
TIROIDES | 23,17 + 9,34 44,03 + 12,55 N.S.
HIGADO 15,97 + 3,44 19,?5 + 2,47 N.S.
RINON 12,16 + 1,85 15,45 + 1,34 | < 0,05
CEREBRO 0,19 + 0,08 0,27 + 0,10 N.S.

CANTIDAD TOTAL POR ORGANO

FRIO CONTROLES P

TIROIDES | 0,82 + 0,47 1,8 + 0,58 < 0,05
HIGADO 239,29+ 65,66 286,031 52,44 N.S.
RINON 34,01 + 3,90 37,54 + 5,51 N.S.
CEREBRO 0,31 + 0,16 0,48 + 0,22 N.S.




Tabla 6 :
tidad total de triiodotironina en diversos 6rganos:

Efecto del frio sobre la concentracidn y can-

4 Los datos estan expresados en microgramos de
iodo (tiroides) o nanogramos (higado, rifion y cerebro)
por gramo de tejido, o por Organo.

CONCENTRACTION
FRIO CONT p
TIROIDES |4,06 + 2,45 | 5,83 + 2,04] N.S.
HIGADO |2,88 + 0,09 | 2,3 + 0,40 | < 0,05
RINON 4,24 + 0,33 | 4,15 + 0,58|  N.S.
CEREBRO |0,12 + 0,03 | 0,11 + 0,03] N.S.
CANTIDAD TOTAL POR ORGANO
FRIO CONT p
TIROIDESug|0,11 + 0,07 | 0,26 + 0,12| < 0,05
HIGADO 36,26+ 5,19 | 30,75+ 2,13| N.S.
RINON 12,68+ 0,61 | 9,99 + 0,73| P< 0,005
CEREBRO (0,18 + 0,07 | 0,19 + 0,05 N.S.
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hay diferencias.

En general, mientras en el caso de la T4 exis--
tia una disminucidén consistente en las medias de concen--
tracion y cantidad total en los 6rganos extratiroideos, -
en el caso de la T3 hay un aumento; ésto se refleja en los
cocientes T3/T4, calculados a partir de Tos porcentajes -
obtenidos en las cromatografias y representados en la fig.

11 ; en higado y rifion estdn aumentados estos cocientes;
en cerebro la diferencia es casi significativa al igqgual -
que en el homogenado tiroideo, que representa la relacidn
T3/T4 libres en la glandula, mientras que la misma refa--
cion en las hormonas aln incorporadas a la tiroglobulina
(hidrolizado tiroideo), permanece invariable.

Comentarios:

La exposicion al frio constituye un modelo ex--
perimental muy adecuado para el estudio del hipertiroidis
mo en animales (Albright y cols, 1965); esta situacidn ex
perimental se caracteriza por un incremento en la actividad
tiroidea, como 1o demuestra el aumento de la captacidon de
radioiodo (Cottle y Carlson, 1956) y de la secrecidn del
mismo por el tiroides (Cottle y Carlson, 1956; Woods y --
Carlson, 1956), y por un aumento de la utilizacidn perifé
rica de la tiroxina, 1o que se refleja en un acortamiento
de la vida media de 1a misma en el plasma (Hsieh y Carl--
son, 1957); como resultado de estos cambios se produce un
aumento del consumo de oxigeno (Hsieh y Carlson, 1957),-
para mantener normal la temperatura corporal. En 1965, -
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Albright y cols. encontraron un aumento de las concentra-
ciones de T3 en los tejidos de ratas expuestas a la accion
del frio, sugiriéndose que podia ser el resultado de un -
aumento en la transformaciodn de,T4 a T3 en 1os mismos te-
jidos, pero no se descartaba la posibilidad de un incre--
mento en la secrecidn de T3 por el tiroides.

Los datos obtenidos por nosotros en esta primera
parte, ponen de manifiesto que, como consecuencia de la -
exposicidon a 4°C durante dos semanas, se produce un incre
mento en la eliminacidon fecal y urinaria de radiactividad;
el aumento en la eliminacion urinaria puede ser resultado
de un incremento en la desiodacidon de la T4,.aunque también
puede reflejar el aumento de la ingesta que se produce ba
jo la exposicion al frio; la disminucidon del PBI plasmdti
co seria el resultado de un incremento en la utilizacion
periférica de la T4. Estos cambios se acompafian de un in-
cremento en los cocientes T3/T, en los tejidos extratiroi
deos; ahora bien, ¢es ésto el resultado de un incremento
en la monodesiodacidn de Ty a T;, o se debe a un incremen
to en la secrecion de T3 por el tiroides?; hemos visto que
en los tiroides de las ratas expuestas al frio se mantie-
nen los porcentajes de los diferentes iodoaminodcidos - -
(fig. 9 ) y los cocientes T3/T4; ésto indicarfa que la -
proporcidon en la que se estdn sintetizando ambas hormonas
es la misma que en las ratas normales, aunque la velocidad
de sintesis sea diferente, como parece ocurrir por el he-
cho de que, aiin con una ingesta de iodo mayor, estd dismi
nuido el jodo total en los tiroides de las ratas expuestas
al frio; la disminucidn, en este caso de las cantidades to
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tales de T4 y T3 representaria un incremento de la secre
cidon al plasma, en un intento de amortiguar el descenso
del PBI ocasionado por el incremento en la utilizacion -
periférica. Probablemente, un mecanismo que explicarfa,
al menos parcialmente, el incremento en los cocientes

T3/T4 en los 6rg§nos, seria un aumento relativo de la se

crecion de T3; ya hemos visto (fig. 11 ) que, aunque --

los cocientes T3/T4 se mantienen normales en el hidroli-

zado tiroideo, en cambio, estos mismos cocientes tienden

a ser mas altos en el homogenado; como hemos dicho en la

introduccidn (pg. 9 ) los cocientes T3/T4 del homogenado
son idénticos a los del efluente venoso tiroideo, de tal

manera que reflejarian las proporciones relativas de T4 y
T3 que estdn segregindose (Haibach, 1971); probablemente,
el hecho de segregarse proporcionalmente mds T3 que T4 -

explicaria el aumento en 1los cocientes T3/T4 en tejidos -
periféricos.

Un hallazgo completamente inesperado ha sido el
elevado porcentaje de radiactividad no extraible (NEI) en
contrado en cerebro; tras la hidrdlisis con pronasa y cro
matografia de este material, hemos encontrado que mds del
90% de la radiactividad estaba en forma de iodotiroxinas
(DIT y MIT); esta composicidon sugiere que este material -
representaria una forma de degradacidon de la molécula de
T4 y/o T3, con ruptura del enlace éter, quedando MIT y DIT
tigadas a las proteinas, tal como fue sugerido por Wynn y
Gibbs (1962).
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I1) EFECTO DEL FRIO AMBIENTAL SOBRE EL METABOLISMO DE LA
TIROXINA EN RATAS TIROIDECTOMIZADAS EQUILIBRADAS CON
T4 MARCADA CON 1125,

Hemos visto en el apartado anterior que e1‘-
aumento de los cocientes T,/T, que se produce en los -
~0rganos extratiroideos de ratas en la exposicion al frio,
puede ser el resultado de un aumento de la secrecidn de
T3 por el tiroides; por otro lado, para admitir que el -
frio produce un aumento de la conversion de T, a T, en te
jidos extratiroideos, es necesario demostrar primero que
dicha transformacidn ocurre normalmente. La investigacién
de este punto, que constituye el niicleo central de la pre
sente tesis, es el objetivo primordial de esta segunda -
parte. Por un lado, hemos intentado demostrar que, efec-
tivamente, los tejidos extratiroideos son capaces de pro
ducir T3 a partir de 1a T disponible y, al mismo tiempo,
ver si este proceso estd incrementado con la exposicion
al frio, 1o que tendria un gran interés desde el punto -
de vista teleoldgico, puesto que indicaria que, en cir--
cunstancias en que aumentan las necesidades periféricas
de hormonas tiroideas, el organismo consigue disponer de
mas cantidad de T3, calorigénicamente mds activa que 1la
T4, para mantener un metabolismo normal.

E1 planteamiento experimental era detectar en
tejidos extratiroideos la presencia de pequefias cantida-
des de T3 tras la inyeccidn de T4 marcada con radioiodo,
en ratas que se tiroidectomizaban para evitar la contri-
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bucidon del tiroides como fuente enddgena de T3. La admi-
nistracién de T, se realizé mediante dosis intraperitonea
les diarias de una solucidn que contenfa 1la T4 marcada con
1125 y 1a Ty estable necesaria (1,75 ug/100 g de peso) pa
ra mantener a los animales eumetabélicos. Con este proce-
dimiento se consigue que, en 5-7 dias, los animales se -
encuentren en equilibrio isotépico, 1o cual permite poder
determinar cuantitativamente el iodo total y los diferen-
tes compuestos iodados presentes en tejidos. Se usaron --
10 ratas machos, de un peso alrededor de 150 g al comien-
zo del experimento, que, una vez équi]ibfadaé, se separa-
ron en dos grupos de 5 ratas cada uno, manteniéndose el
grupo experimental a 4°C y los controles a 22°C, sacrifi-
candose ambos grupos a los 14 dias de exposicidn al frio,
y a las 24 horas de la Gltima inyeccidon. E1 control del
equilibrio isotopico se realizé midiendo la radiactividad
total eliminada a diario por la orina. Se controld asimis
mo la pureza cromatografica de la dosis de T4 marcada, -
mediante cromatografia en pape1, el porcentaje maximo de
contaminacidn por T3 era del 2,5 %.

1) Efecto de la exposicidn al frio sobre la eli-

minacidén urinaria de ioduro:

La curva de eliminacidn urinaria de radioiodo es
td representada en la fig. 12; 1a primera fase de la curva
corresponde al incremento en la eliminacién de ioduro du--
rante la fase de equilibracidon isotépica; una vez alcanza-
do el estado de equilibrio, la curva se estabiliza forman-
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do una meseta. En los primeros dias de exposicidn al frio
hay un aumento en la eliminacidon urinaria de radioiodo, -
‘que procede, naturalmente, de desiodacion de la T4 adm1nws
trada; en otras palabras, ex1ste un aumento de la des1oda
cion de la T4 en los primeros dias de exposicidén al frio.
E1 aumento de la degradacion metab6lica de la T,, produci
ria un descenso en las concentraciones de esta hormona en
tejidos, 1o cual resultaria en una disminucion de la can-
tidad total de radiactividad eliminada aunque el porcenta
je de hormona degradada continile elevado; asf, pues, el
hecho de que los valores de ioduro en orina que obsErva-f
mos después del pequefio incremento al comienzo de la ex-
posicidn al frio, se haga igual a los de las ratas contro
les, no quiere decir que el porcentaje de hormona degrada
da sea el mismo en ambos casos. Es decir, existe 1a posi-
bilidad de que, aiin siendo igual ta eliminacidén urinaria
de radiactividad, esté aumentada la desiodacidon de la T4
en las ratas expuestas al frio, durante todo el tiempo de
exposicion.

2) Efecto de la exposicidn al frio sobre la dis-
tribucidon de la radiactividad:

E1 aumento de la degradacion metabdlica de la -
T4, se ve reflejado asimismo en la tabla 7, en la que se
representa la distribucion de la radiactividad, expresada
en % de la dosis de T4 administrada, por 6rgano total. Co
mo se ve, existe una disminucidon importante de la radiac-



Tabla 7 : Efecto de la exposicion al frio durante 2 sema-
nas sobre la distribucidon de radiactividad en ratas tiroi-
dectomizadas equilibradas jsotopicamente con 3 ug de L-T4
marcada con I125,

Se expresa la radiactividad total por 6rgano,
en porciento de la dosis diaria administrada. Los valo-
res son media + desviacién estandard. N.S. = no signi--
ficativo. -

FRIO CONTROLES p

HIGADO 6,09 + 1,2 8,99 + 1,14 | < 0,02
RINON 0,92 + 0,19 0,93 + 0,15 N.S.
BAZO 0,11 + 0,03 0,11 + 0,01 N.S.
TESTICULOS 0,28 + 0,08 0,52 + 0,06 | < 0,01
PULMON 0,36 + 0,12 0,54 + 0,11 N.S.
CORAZON 0,11 + 0,04 0,13 + 0,02 N.S.
CEREBRO 0,10 + 0,02 0,11 + 0,01 N.S.
ESTOMAGO 0,75 + 0,01 1,49 + 0,32 | < 0,01
INTESTINO 20,30 + 5,30 | 39,90 + 5,70 | < 0,01
CARCAS 13,64 + 1,92 | 18,53 + 1,46 | < 0,01
PLASMA (1m1) | 0,76 + 0,30 1,33 + 0,20 | < 0,02
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tividad total, sobre todo en los drganos que acumulan la

mayor parte del pool de T4, es decir, carcas, intestinos,
higado y plasma, aunque el significado fisioldgico de 1la

disminucidn en cada uno de estos 4rganos, sea diferente.

Asi pues, la cantidad total de T4 en el orgahismo.de las

ratas sometidas al frio, estd muy disminuida con respec-

to a las controles.

3) Efecto del frio sobre la_concentracidn y --
cantidad total de iodo:

Las concentraciones y cantidades totales de --
iodo en los drganos en 1os que se ha estudiado Ta distri
bucion de iodoaminodacidos, esta representada en la tabla
8. En todos los drganos, excepto en plasma, se mantiene
la concentracion de iodo a pesar de que, como hemos vis-
to en el punto anterior, la cantidad total por animal -
sea inferior. En cuanto a la cantidad total de iodo por
organo, en higado existe una disminucion estadisticamente
significativa, a pesar de que la diferencia que se obser-
va en las concentraciones no lo es.

La disminucion observada en plasma es el mismo
fendmeno que observdbamos en el caso de las ratas intac-
tas expuestas al frio, y representaria una disminucion de
. 1a vida media de 1la T4, que pasaria mas rapidamente a --
los tejidos, compensandose asi la disminucidén de las con-
centraciones hormonales.



Tabla 8 : Efecto de la exposicidn al frio durante 2 sema-
nas sobre la concentracifén y cantidad total de jodo (en -
Ahg/g de tejido o por Organo) en plasma y diversos tejidos
"de ratas tiroidectomizadas equilibradas isotdpicamente con
3 ug de L-T, marcada con 1125,

E1 contenido en iodo se calculd a partir de los
datos de la tabla anterior y de la cantidad de iodo de 1la
dosis de T,. Los valores son media * desviacion estandard
N.S. = no significativo.

CONCENTRACION
FRIO CONTROLES P
HIGADO 15,90 + 4,10 20,00 + 4,80 N.S.
RINON 10,37 + 2,95 11,69 + 2,37 N.S.
PULMON 5,20 + 2,06 7,00 + 0,69 N.S.
CORAZON 2,70 + 1,00 3,80 + 0,69 N.S.
CEREBRO 1,52 + 0,22 1,67 + 0,11 N.S.
PLASMA 15,23 + 5,40 26,70 + 4,20 <0,02

( continda )



Tabla 8 (continuacidn)

CANTIDAD TOTAL

FRIO CONTROLES p

HIGADO 129,14 + 20,21 | 179,94 + 22,24 | < 0,05
RIRON 18,36 + 3,78 18,70 + 3;16 N.S.
PULMON 7,32 + 1,20 10,83 + 2,17 N.S.
CORAZON 2,89 + 0,76 2,65 + 0,36 N.S.
CEREBRO 1,56 + 0,38 2,10 + 0,27 N.S.
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4) Compuestos ijodados en tejidos (Fig. 13a:

La mayor parte del iodo en los Grganos estudia
dos, esta en forma de T4, cuyo porcentaje oscila entre -
el 45-50 % en cerebro, hasta el 85-90 % en plasma. Junto
a ésta aparecen otros componentes, principalmente ioduro,
cuya proporcién es del 10-20 # de la radiactividad, de--
pendiendo del &rgano que se considere, y T3 en proporcio
nes que van desde un 22 % en cerebro a un 4 % en higado,
rifion y pulmdon; en plasma aparece, ademds, un componente
superpuesto a la zona del ioduro, que podrian ser glucord
nidos de T4; este componente aparece también en algunos
cromatogramas de higado.

En la fig. 13apuede verse que, en algunos Orga
nos, existe una pequefia zona de radiactividad entre los
picos de T4 y T3, con un Rf que, en el sistema cromato--
grdfico empleado, corresponderia al derivado acético de
la T, (TETRAC o dcido tetraiodotiroacético); el porcenta
je en que aparece este compuesto oscila entre un 3 % en
higado, a un 10% en pulmén. Dado que estos porcentajes -
son muy elevados, teniendo en cuenta los datos que hay -
en la literatura sobre el tema, y que existia la posibi-
lidad de que la zona radiactiva resultase de desdoblamien
to de la T4 0o de ésteres etandlicos de la misma, se hizo
un andlisis de la zona correspondiente a este compuesto,
en plasma, en cromatografia bidimensional; se eluyd la -
zona radiactiva problema, de varias cromatografias de --



CROMATOGRAMAS DE EXTRACTOS DE ORGANOS DE RATAS T
EQUILIBRADAS CON 3 o DE L-T, .SISTEMA DESCENDENTE
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ufa 13 a: Cromatogramas de extractos de tejidos de ratas tiroidecto-
mizadas equilibradas con T4125. Se representa la radiacti-
vidad (en cpm) por cm de papel; limitado por un recuadro,
se sefiala 1a posicidn de los transportadores quimicos de -
17, T4 y T3, revelados por tincidn del cromatograma. La ra
diactividad existente entre la T4 y T3, se identificd como
TETRAC en sistema bidimensional.



110:

plasma, con metano - NH, (99/1), se evapord a sequedad en
corriente de nitrdogeno a 37°C, y se colocd en uno de los
angulos de una hoja de papel Whattman 3 mm. de 46 x 57 cm.,
junto con transportadores quimicos de I, T4, TETRAC y T3.
Se realizdé una cromatografia ascendente en BEA y, después
de secar el papel, una descendente en HAAT. Una vez tefii
do el cromatograma, se determindé la radiactividad presen
te en cada una de Tas manchas de los transportadores. E]
resultado puede verse en la figura 13b mds del 90 % de -

la radiactividad estd asociada con la zona del TETRAC; -

la pequefia cantidad de radiactividad asociada con el jodu
ro, puede proceder de desiodacidn artificial del TETRAC
durante el proceso de evaporacidn y cromatograffia.

5) Efecto del frio sobre el contenido en T,:

En 1a tabla 9 estd representada la concentra--
cion y cantidad total de T4 en los Organos estudiados; -
el descenso que se observa en las medias de concentracidn
es s6lo significativo en rifion y plasma. La disminucion
que se observa en la concentracidn de T4 en rifion, sin -
que haya diferencias en la concentracidon en iodo en este
drgano, se explica por una disminucidn del porcentaje de
Ty en la fraccibén extraible (Frio = 46,74 + 3,76, cont.
59,07 + 2,22 con una P < 0,05). En higado, a pesar de --
que la cantidad total de iodo estd disminuida, Tos por—-'
centajes de T4 estan discretamente elevados, lo suficien
te como para que la diferencia de las medias de cantidad
total no llegue a ser significativa. La disminucidén de 1la



Figura 13 b:

ANALISIS DE LA ZONA DE TETRAC DE PLASMA
Posicion de los Carriers

Radioactividad en las manchas

400}

2001

I T TAc, T,

Cromatografia bidimensional (arriba) en BEA ascendente
(la. dimensidn) y HAAT descendente (2a. dimensién) de

Ta zona de radiactividad encontrada en los cromatogra-
mas de plasma con Rf intermedio entre los de T4 y T3..
Radiactividad, en CPM (abajo) de cada una de las man-

chas. La mayor parte de radiactividad estaba asociada

con l1a mancha quimica del TETRAC.



Tabla 9 :

Efecto del frio sobre la concentracidn y cantidad
total de T4 en tejidos de ratas tiroidectomizadas

equilibradas isotépicamente con 3 ug de L-T4 mar-
cada con I125,

Los datos se expresan en nanogramos de iodo por gra
mo de tejido (o ml de plasma) o por Grgano. Los va

Tores son media * desviacion estandard. N.S.= no -

significativo.

CONCENTRACION
FRIO CONTROLES p
HIGADO 6,94 + 1,79 | 8,46 + 2,29 N.S.
RINON 4,27 + 0,59 | 6,07 + 1,00 | <0,05
PULMON 3,80 + 1,49 | 4,27 + 0,41 N.S.
CORAZON 1,07 + 0,40 | 1,52 + 0,30 N.S.
CEREBRO 0,75 + 0,19 | 0,76 + 0,16 N.S.
PLASMA 10,95 + 3,80 |22,70 + 0,83 | <0,02
| CANTIDAD TOTAL
FRIO CONTROLES p
HIGADO 57,27 + 14,04 |75,67 + 10,62 N.S
RINON 7,23 + 1,31 | 9,72 + 1,41 N.S
PULMON 4,86 + 1,99 | 6,59 + 1,17 N.S
CORAZON 0,89 + 0,3 1,09 + 0,35 N.S.
CEREBRO 0,97 + 0,26 | 0,97 + 0,27 N.S.
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concentracion de T, en plasma, ha sido comentada anterior
mente a prop6sito de la concentraci6n de jodo, y no es ne
cesario que 1o volvamos a repetir aquf.

6) Efecto del frio sobre el contenido en T3:

La concentracidn de T3 (tabla 10) estd aumenta
da en rifion y pulmdn; en higado hay una ligera disminucidn
de la concentracidén media que, cuando se expresa en canti
dad total por Oorgano, se hace estadisticamente significa-
tiva, debido a 1a disminucion del contenido en iodo en este
organo. En corazdn hay un aumento significativo de la can
tidad total de T3 Y en cerebro no hay diferencias entre -
uno y otro grupo.

7) Efecto del frio sobre el contenido en Tetrac:

En los oOrganos de las ratas expuestas al frio,
hay una disminucidn importante, tanto de la concentracidn
como de la cantidad total, de tetrac (tabla 11). En hfiga-
do y rifion, la disminucidn es tal, que se hace indetecta-
ble en la cromatografia; en pulmdén, la disminucidon de la
cantidad total es muy significativa. |

Comentarios:

E1 principal objetivo de esta segunda parte ha
sido ver si, en tejidos extratiroideos de rata, existe -



Tabla 10 : Efecto del frio sobre la concentracidn y canti'-
dad total de T3 en tejidos de ratas tiroidectomi-
zadas equilibradas isotopicamente con 3 ug de --
L-T, marcada con 1125,

Los datos se expresan en nanogramos de iodo por
gramo de tejido o por drgano. Los valores son -
media * desviacién estandard. N.S.= no signifi-

cativo.
CONCENTRACION -
FRIO CONTROLES p
HIGADO 0,64 + 0,18 0,75 + 0,18 | N.S.
RINON 1,02 + 0,05 | 0,49 + 0,09 | <0,001
PULMON 0,40 + 0,01 | 0,24 + 0,16 | <0,05
CORAZON 0,40 + 0,03 | 0,30 + 0,13 | N.S.
CEREBRO 0,37 + 0,06 | 0,38 + 0,04 | N.S.

CANTIDAD TOTAL

HIGADO 4,75 + 0,76 | 6,81 + 1,22 | <0,05
RINON 1,72 + 0,17 | 0,79 + 0,12 | <0,01
PULMON 0,47 + 0,09 | 0,38 + 0,30 | N.S.
CORAZON 0,33 + 0,01 0,20 + 0,06 | <0,02
CEREBRO 0,48 + 0,07 | 0,48 + 0,09 | N.S.




Tabla 11:

Efecto del frio sobre la concentracidn y can-

tidad total de TETRAC en tejidos de ratas ti-

roidectomizadas equilibradas isotdépicamente -

con 3 ug de‘L-T4 marcada con 1125,

Los datos se expresan en nanogramos de iodo por
gramo de tejido o por Organo. Los valores son

media + desviacidn estandard. N.S. = no signi-
ficativo.
CONCENTRACION
FRIO CONTROLES P
HiGADO no detectable 0,71 + 0,17 -
RINON no detectable 0,29 + 0,05 -
PULMON | 0,26 + 0,08 0,73 + 0,06 | < 0,01
PLASMA 0,99 + 0,20 2,50 + 1,42 N.S.
CANTIDAD TOTAL
FRIO CONTROLES P
HIGADO - 6,42 + 1,24 -
RINON - 0,48 + 0,11 -
PULMON 0,34 + 0,08 1,11 + 0,05 < 0,001
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transformacion de T4 a T3, para 1o cual se han usado ratas
tiroidectomizadas, a las que se administrod T4 marcada con
I125; 1a ausencia de tiroides permite eliminar a éste como
fuente endbgena de T3. Hemos visto que en los tejidos es-
tudiados la radiactividad esta, principalmente, en forma
de T4, existiendo junto a ésta, pequefias proporciones de
otros componentes, como ioduro, T3 y TETRAC, que resulta-
rian del metabolismo de 1la T4 administrada; sin embargo,
hay que tener en cuenta que la dosis de T4 poseia pequefias
cantidades de T3 contaminante, existiendo, pues, la posi-
bilidad de que 1la T3 que encontramos en tejidos proceda -
de la dosis de T4; el maximo de T3 contaminante era del -
2,5 %, o sea, unos 75 ng, de tal manera que se puede cal-
cular, teniendo en cuenta que la vida media de la T3 en -
ratas es de 8 horas (Oppenheimer y cols, 1970) y que las
ratas se sacrificaron a las 24 horas de la Gltima inyec--
cion, la cantidad total de T3 que se acumularia en el orga
nismo de las mismas a lo largo del equilibrio isotdpico,
y que seria de 10,7 ng. Por otro lado, en experimentos de
equilibracidn isotdépica con T3 (Morreale de Escobar y Es-
- cobar del Rey, 1967), se ha visto que un 4 % de toda la -
T3 corporal se acumula en higado, por 1o que a partir de
la cifra de T3 total encontrada en el higado de las ratas
controles (6,81 ng de iodo = 6,81 x 1,71 = 11,64 ng de T3,
puesto que la relacion T4/ iodo -Ty = 1,71), se puede cal
cular Ta cantidad total de T3 que habria en el organismo
de las ratas y que seria igual a 290 ng; asf pues, la acu
mulacion de la Ty contaminante procedente de la dosis, s6
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1o explicaria un 3,7 % de este valor, de tal manera que

més del 96 % de 1la T3 corporal de estas ratas procederfa
de monodesiodacidn de T4; estos cdlculos estdan ilustra--
dos en la figura 14. Ademds, s6lo la cantidad de T3 en=-
contrada en higado (11,64 ng) ya es superior a la total

acumulada procedente de la dosis (10,7 ng).

La validez de este razonamiento queda demostra
da realizando el mismo calculo para la T4. Por un lado,
siendo la vida media de esta hormona, de 14 horas (Oppen
heimer y cols, 1970) y la dosis diaria de 3 ug, la canti
dad total que se acumularia seria igual a 1,34 ug de T4;
por otro lado, puesto que en higado se acumula el 9-10 %
de 1la T4 corporal (Morfea]e de Escobar y Escobar del Rey,
1967 y tabla 7), la cifra total en el organismo de nues-
tras ratas serfa igual a 1,31 ug (puesto que en thado
75 x 1,75 = 131,2 ng, siendo 1,75 la relacidn existente
entre peso de L--T4 y peso del iodo de 1a molécula), valor
que coincide muy bien con el calculado a partir de la vi
da media ( 1,34 ug).

Otro metabolito encontrado ha sido el derivado
acético de la T4 o dcido tetraiodotiroacético (TETRAC),
que procederia de desaminacidon y descarboxilacidon oxida-
tiva de la misma en los tejidos, desde los que pasarfa al
plasma. La posibilidad de que estuviese presente como im
pureza de las dosis de T,, se elimind mediante andlisis
cromatografico de la misma; por otro lado, no existe nin
guna correlacidon entre las concentraciones de T4 y TETRAC
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Figura 14: Monodesiodacion de T4 a T3 en r_atas tiroidectomi-

zadas equilibradas isotdpicamente con 3 ug de L-T4
marcada con I 123, A la izquierda se representa -
la acumulacion tedm’ca de 75 ng de T3 contaminante
de la dosis: O inmediatamente después de la inyec-
cidn de T4;e a las 24 horas. A la derecha, se rep
presenta el total de-T, acumulada procedente de --
contaminacién de la dosis m y el total de T3
encontrado.[::l a partir de la cifra total de T
hepatica (4% del total corporal). La diferencia en
tre ambas cifras procede de desiodacidn de T4.
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en plasma, que seria de esperar que hubiese en el caso
de que este compuesto fuese inyectado junto con la T4. -
E1 TETRAC de los tejidos estaria en intercambio con el -
plasma; asi, se puede demostrar una correlacidn positiVa
entre la cantidad total de TETRAC en pulmén y las concen
traciones de TETRAC y T4, respectivamente, en plasma (fi
guras 15 y 16e. De estas correiaciones se desprende que,
a pesar de los altos porcentajes de TETRAC en pulmdn, es
te 6rgano tendria poco significado en cuanto a formacién
de este compuesto a partir de T4 puesto que, como se de-
duce de la figura 15, cuando la cantidad total de TETRAC
en pulmén es cero, existe en plasma una concentracidon de
0,19 ng/ml. Probablemente este compuesto se originé en -
otros O6rganos, como higado y/o rifién, y de agui pase al
plasma desde donde estaria en intercambio con los compar
timentos celulares, entre ellos el pulmonar.

En los organos de las ratas expuestas al frio
que hemos estudiado, se encuentran cambios poco acentua-
dos en las cantidades de T4; las mayores diferencias se
observan al examinar los datos correspondientes a la T3
y al TAc4: existen aumentos de T3 Y, paralelamente, dis-
minuciones de TAc,. Todo esto se ve reflejado en el aumen
to de los cocientes T3/ T4 y en la disminucion de TAc4/T4
(tabla 12).

Parece, pues, que el aumento en las cantidades
de T3 se deberfa, principalmente a disminucion del te- -
trac; si esto es asi, existiria la posibilidad de que, al
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‘Tabla 12 : Efecto del frio sobre los cocientes T,/T, y -
TETRAC/ T4 en tejidos de ratas tiroidectomiza~-
das equilibradas isotépicamente con 3 ug de -

L- T4 marcada con 11257

Los valores son media * desviacidn estandard.
N.S. = no significativo.

COCIENTES T3/T

4

FRIO CONTROLES p
HIGADO 0,09 + 0,05 0,09 + 0,02 N.S.
RINON 0,24 + 0,02 0,08 + 0,00 <0,001
PULMON 0,11 + 0,03 0,05 + 0,03 <0,05
CORAZON | 0,41 + 0,15 0,22 + 0,15 N.S.
CEREBRO | 0,52 + 0,12 0,50 + 0,05 N.S.

COCIENTES TETRAC/T4

FRIO CONTROLES p
HIGADO - 0,086 + 0,021

RINON - 0,050 + 0,013

PULMON 0,07 + 0,02 0,17 + 0,02 <0,005
PLASMA 0,09 + 0,01 0,28 + 0,02 <0,001
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aumentar las necesidades periféricas de hormona, dismi-
nuyese la degradacidn de T4 a tetrac y aumentase su con-
version en T3; otra posibilidad seria que, en frio, estu
viese acelerada la degradacion metabd6lica de tetrac; sin
embargo, siendo presumiblemente el tetrac una sustancia
de velocidad de recambio muy lenta, habria que suponer,
ademas, que la conversidn de T, a tetrac estuviese anu--
lada o, al menos, a un nivel muy bajo, 1o cual nos condu
ce a la primera hipotesis. Por otro lado, existe una co-
rrelacidon inversa entre los porcentajes de tetrac y T3 -
en pulmén (fig. 16b; si el aumento del porcentaje de Ts-
en este 6rgano dependiera s6lo de la disminucién del por
centaje de tetrac, observariamos una disminucién de la -
concentracion de iodo y, ademds, no habria aumento de 1la
concentracion de T3. Otra posibilidad para explicar la dis
minucidén de las concentraciones de tetrac seria que, por
el mayor flujo de T4 de plasma a tejidos, como parece ocu
rrir por la disminucidén de la Ty plasmatica, el tetrac -
quedaria desplazado de sus sitios de fijacidon intracelu-
lares; sin embargo, no hay aumento de tetrac en el plasma
de las ratas expuestas al frio.
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Figura 16 b: Correlacién entre los porcentajes de radiac-

tividad en forma de TETRAC y los de T4 encon

trados en cromatogramas de pulmén de ratas ti
roidectomizadas, equilibradas isotdpicamente

con L-T4125 y expuestas a 4° C durante 2 sema
nas. r = coeficiente de correlaciodn.
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II11) EFECTO DEL PROPILTIOURACILO (PTU) EN EL METABOLISMO
PERIFERICO DE LA L--T4 EN RATAS TIROIDECTOMIZADAS --
EQUILIBRADAS ISOTOPICAMENTE CON L -T4 MARCADA CON -
1125, EFECTO DEL PTU SOBRE LA SECRECION DE TSH EN -
RESPUESTA A LA ADMINISTRACION DE TRH.

Desde hace tiempo se sabe que el PTU produce -
una inhibicion de la desiodacidn periférica de la T,; co
mo ya hemos indicado en la introduccidn, la desiodaciodn
de esta hormona es el pardmetro mds sensible de -que dispo
nemos para la medida cuantitativa de la accidn ejercida -
por una dosis de T,. E1 PTU, ademds de inhibir la desioda
cién, disminuye, al mismo tiempo, la cuantia de la accion
hormonal ejercida por una dosis determinada de T4. Esto
constituye un ejemplo de l1a relacidn entre metabolismo y
actividad fisioldgica de 1la T4 y se interpretaba como --
que, para que la T4 tuviese alguna accion, tendria que -
desiodarse previamente; ante esta hipdotesis, aparecian dos
principales derivaciones; la primera seria la posibilidad
de que la misma reaccidn de desiodacidn estaria involucra
da en la accion hormonal, y la segunda era la de que 1la T4
tendria que transformarse en un metabolito parcialmente -
desiodado que seria el auténtico compuesto activo a nivel
celular, siendo la T4 un precursor del mismo, o prohormona.
Como hemos discutido en la introduccién, se ha planteado
la posibilidad de que este metabolito parcialmente desioda
do fuese 1la T3, posibilidad basada principalmente en la -
comparacidn de la potencia hormonal de ambas hormoras, de
su velocidad de recambio metabdlico, y de sus diferentes
periodos de latencia, mucho mas corto en el caso de la T3.
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Sin embargo, hasta muy recientemente, no se po-
dia abordar directamente este problema, por la dificultad
técnica inherente a este tipo de experimento que hacia ne
cesario estudiar en un mismo tejido, potencia hormonal, -
desiodacion y metabolitos producidos a partir de T4. Con
el aislamiento del TRH por Schally y cols, y su subsiguien
te sintesis, ha sido posible disponer de un sistema expe-
rimental en el que fuese posible abordar el problema plan
teado mds arriba; efectivamente, sabemos que la secreciodn
de TSH en respuesta al TRH, es un pardmetro muy sensible
de la accidon de una dosis determinada de T4, que ejerce -
en este mecanismo un efecto inhibidor. Si es cierto que -
este efecto de la T4 no se debe a ella misma sino a la can
tidad de T3 que se forma de ésta, bloqueando este paso se
podria conseguir una disminucidén en la inhibicidén de 1a -
secrecidon de TSH, es decir, al haber menos moléculas de -
T4 que se transforman en T3, la hipofisis estaria menos -
inhibida, respondiendo a una misma dosis de TRH con una -
descarga mayor de TSH; ahora bien, el problema estd en con
seguir una inhibicidén del paso de T4 a T3; de acuerdo con
1o que hemos expuesto mds atrds, existe la posibilidad de
que el PTU interfiera con la accion periférica de 1la T4 -
inhibiendo su transformacidon en T3; asi pues, es necesario,
primeramente, demostrar que esta droga es capaz de interfe
rir con el paso de T4 a T3. Para esto hemos usado un grupo
de ratas tiroidectomizadas mantenidas con una dosis constan
te de T, marcada con 1125, a1 término del equilibrio, se -
les administrdo 1 mg de PTU por via intraperitoneal durante
dos dias. Las ratas se mataron bajo anestesia con éter a
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las 6 horas de la dGltima inyeccidén administrdndoles al --
mismo tiempo 200 ng de TRH por via intravenosa y obtenien
do plasma a los 0, 5y 10 minutos de la inyeccidn, después
de 1o cual se perfundieron con salino. Las hipofisis se =
cromatografiaron homogendndolas en metanol-amoniaco y los
"carcass"* se homogenizaron en Sorvall Omnimixer en 2 vols.
de agua y se extrajeron de la forma indicada en la seccion
material y métodos.

1) lodo total en "carcass", hip6fisis y plasma:

E1 PTU no afecta el contenido de iodo total y la
concentracidén en hip6fisis, carcass y plasma (Tabla 13). --
En la fig. 17 se puede ver que existe una correlacidén muy
estrecha entre el PBI!27 y e1 PBI!25, con 1o que se}demueg
tra 1a existencia de equilibrio isotdépico. Asi pues, a par
tir de la radiactividad se puede conocer la cantidad de -
iodo en una muestra cualquiera, conociendo la cantidad de
iodo administrada en la dosis. En la Figura 18 se puede -
ver que no existe correlacién alguna entre el PBI125 y 1a
concentracidn de 1125 en "carcas"; es decir, a pesar de -
grandes variaciones de la concentracidon de hormonas en --
plasma, se mantiene muy constante la concentracidn en te-
jidos periféricos. Esto se aprecia considerando el coefi-
ciente de variacién de cada uno de estos pardmetros (fig.
19); la diferencia entre el PBI'25 y el PBI127, se debe a
que la medida de radiactividad es mas precisa que la de -

* En esta parte hemos usado el nombre de "carcass" para
designar todo el organismo de la rata, incluidas las
visceras, a excepcidon de intestinos.



Tabla 13 : Efecto del PTU sobfe la distribucidon de radiacti-
vidad (en % de la dosis de T, administrada) y el
contenido en Iodo.

En "carcass" se representan los datos de iodo en
microgramos/gr. o por carcass total. Los valores son media
+ desviacidn estandard. N.S. = no significativo.

RADIACTIVIDAD
CONTROLES PTU p

Hip6fisis 0,004625 0,004752 .

+0,000516 +0,000390 N.S.
%%ggg?? 67,09 + 1,55 57,64 + 8,86 | N.S.
fg”;gs§ 0,60 + 0,04 0,63 + 0,10 | N.S.
?la;Ta) 3,03 + 0,82 3,22 + 0,62 | N.S.

1000

Hip6fisis 101,83 + 7,15 109,31 + 8,96 | N.S.
picogramos :
??;g;?? 1.490  + 124 1.470  + 367 N.s.
%gr;ggéo) 14,69 + 2,32 14,52 + 2,31 | N.S.
Plasma
PBI: wugl/ 7,17 + 2,88 7,23 + 2,17 | N.S.
/100m1
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Correlacién entre la concentracion de I125 -
(ordenadas) y la de 1127 (abscisas) en plasma,
expresadas en % de la dosis de T4 administrada
(PBI'25) por ml y microgramos de I127 por 100
ml de plasma.
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te con 3 ug de L-T4125. DS = desviacidn estandard -
de la media. Estd&n agrupados los datos correspondien
tes a los animales controles y tratados con PTU de
la III parte.
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jodo quimico; se ve que el coeficiente de variacidn de la
concentracidon de iodo y cantidad total del mismo en carcass,
es aproximadamente el 50 % del PBI127,

2) Compuestos jodados en "carcass" e hipofisis:

En las figuras 20 y 21 estdan representados 1los
porcentajes de compuestos iodados en "carcass" e hip6fisis,
respectivamente, tras cromatografia en papel, asi como --
los cocientes T3/T4. Como puede verse, la mayoria de la -
radiactividad en "carcass" esta en forma de ioduro y T4;
existe un pequefio porcentaje de T3 y un compuesto no iden
tificado, cuya cuantia oscila del 4 al 5 %. Este compues-
to tiene la movilidad cromatogrdfica del TRIAC (4&cido tri
iodotiroacético), pero no se puede afirmar que lo sea, ya
que no se hizo el intento de identificarlo en otros siste
mas cromatograficos. La presencia de 1ipidos en el extrac
to de carcass, interfiere en cierta forma con la movilidad
cromatografica de los iodoaminoacidos, haciendo que no --
exista una neta separacion entre la T4 y el TETRAC, por -
1o que cabe la posibilidad de que los porcentajes dados -
como T,, sean en realidad la suma T, + TETRAC; el signifi
cado del dato es prdcticamente el mismo que el del porcen
taje de T4 aislado; por otro lado, y dado que la mayor --
cantidad de radiactividad cromatografiada procedia de mis
culo esquelético, 6rgano que no es capaz de transformar -
T4 a TETRAC, las pequefias cantidades de estecompuesto que
se formasen en otros 6rganos, quedarian diluidas, hacién-
dose indetectables. |
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En las hipdofisis existen dos hechos fundamenta-
les: el primero es la elevada proporcion de radiactividad
encontrada como origen, y el segundo la elevada proporcidn
como T3 que, en las ratas controles viene a ser del 50% -
del valor de 1la T4. La radiactividad del origen reprecsenta
ria 1o que, en los demas Organos hemos 1lamado NEI, tras -
la extraccidon de los homogenados, es decir radiactividad
no soluble en los solventes orgdnicos; en las extracciones
de los carcass hemos encontrado cifras de NEI compatibles
con los experimentos anteriores y con datos de la litera-
tura (5,51 + 0,82 en las ratas controles, 5,71 *+ 0,37 en
las ratas tratadas con PTU); puesto que las hipdfisis no
han sido extraidas, sino cromatografiadas directamente,
el NEI quedaria en el origen de la tira cromatogrdfica. -
Los porcentajes encontrados (alrededor del 25 %) son muy
elevados, siendo un hallazgo inesperado. En los experimen
tos de la presente tesis, s6lo en cerebro de ratas intac-
tas equilibradas con ioduro, hemos encontrado valores de
NEI iquales o superiores a este valor. Como se puede ver
en la figura 22, este valor de NEI s6lo aparece cuando --
se cromatografia la hip6fisis total, mientras que en adeno
hip6fisis, el valor de radiactividad no extraible alcanza
valores inferiores al 10 %, de tal manera que, muy posible
mente, el resto de NEI esté proporcionado por 1a neurohipd
fisis; si tenemos en cuenta que la radiactividad en neuro-
hip6fisis es alrededor del 30 % de la radiactividad total
de hip6fisis, se puede suponer que la mayoria del iodo en
neurohipofisis esta en la forma de protefnas iodadas no so
lubles en solventes orgdnicos. No sabemos atin que signifi-
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cado tiene este hecho en cuanto a diferencias del metabo-
lTismo de la T4 en neurohip6fisis comparada con el resto -
de los tejidos corporales.

En los "carcass" de ratas tratadas con PTU exis
te una disminucién de ioduro y T3, asi como un aumento de
Tys asi como un aumento de Tgs al mismo tiempo, estan dis
minuidos los cocientes T3/T4; el mismo cambio se observa
en los cromatogramas de hip6fisis, aunque el aumento obser
vado en las medias correspondientes a los porcentajes de
T4 no sean significativos estadisticamente.

Cuando se expresan estos mismos resultados en -
valor absoluto, es decir como concentracidn y cantidad de
iodo, en carcass, tabla 14, el aumento de T4 no es signi-
ficativo y si 1o es la disminucion experimentada por el -
ioduro y la T3. En hip6fisis, en cambio, las diferencias
observadas en las medias no son significativas (tabla 15).
Sin embargo, la cantidad de radiactividad en hipdofisis, -
asT como su contenido en iodo, no es muy diferente en las
ratas tratadas con PTU comparadas con los controles; esto
hace pensar que la razén de que los porcentajes encontra-
dos como T3 sean significativamente diferentes y no lo --
sean en valor absoluto, se deba al hecho de que las hipd
fisis con mayor radiactividad y, por tanto, de iodo qui-
mico, sean las que poseen mayor porcentaje de T3. Ahora
bien, desde un punto de vista tedrico, esto se cumpliria
en el caso de que no exista en estas hip6fisis transfor-
macidn de Tq @ T3y Ta que estamos detectando, sea exclu



Tabla 14 :

Efecto del PTU en la concentracién y cantidad
total de ioduro y jodoaminodcidos en "cascass",
en nanogramos/gramo 0 por carcass total.

Media + desviacién estandard de 5 animales por

grupo. N.S. = no significativo.
CONCENTRACION
CONTROLES PTU | P
I” 3,56 + 0,70 2,52 + 0,53 <0,05
Ty 8,44 + 0,52 10,22 + 1,95 N.S.
T3 0,43 + 0,08 0,26 + 0,11 <0,05
CANTIDAD TOTAL
CONTROLES PTU ' P
1™ 343,48 + 19,01 233,76 + 20,23 <0,001
Ty 981,69 + 56,68 1.016,33 + 130,36 N.S.
T3- 55,61 + 4,3 | 24,82 + 8,21 <0,001




Tabla 15

Efecto del PTU en Ta cantidad total de ioduro

y compuestos iodados en hip6fisis, en picogra-

mos de ijodo.

Media + desviacidén estandard de

5

animales por

grupo. N.S. = no significativo.
CONTROLES PTU P
OR. 25,20 + 1,79 25,39 + 5,38 N.S.
1" 10,57 + 1,83 7,92 + 0,97 N.S.
T4 47,28 + 8,89 53,06 + 1,55 N.S.
T, 18,81 + 2,02 16,23 + 2,73 N.S.
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sivamente la procedente de la dosis, o que la reaccion de
desiodacidn T4 a T3 se efectle con una velocidad constan-
te independiente de la cantidad de sustrato inicial dispo
nible. En la figura 23 vemos que, en las ratas tratadas -
con PTU existe una correlacidén positiva muy estrecha en--
tre la cantidad de iodo total de la hipdéfisis y la canti-
dad de T3 encontrado en la tira cromatogrdafica, mientras
que no se ve tal correlacion en las hip6fisis de las ra--
tas controles. La interpretacidon de este hecho es dificil,
pero parece indicar que se estda viendo un efecto acumula-
tivo de 1la T3 inyectada procedente de la dosis en las hi-
pofisis de las ratas tratadas con PTU, probablemente debi
do a que esta droga no solo inhibe la desiodacidon de la -
T4 sino la de la T3. Si esto es cierto serfan mds repre--
sentativos los datos de porcentajes de iodoaminodcidos y
cocientes T3/T4 que los valores absolutos, puesto que el
pool de T3 inyectado tendria una actividad especifica di-
ferente al de la T4, 1o que alteraria los cdlculos en el
sentido de que los valores de T, quedarian sobreestimados;
un error en la estimacién de las cantidades de iodoaminodci
dos a partir de los porcentajes, no se apreciaria cuando -
se manejan los datos de carcass, pero si en los de hip6fi
sis, donde la cantidad de radiactividad es muy baja.
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' 3) Secrecidn de TSH en respuesta a la administra-
cidén de TRH: '

Como hemos sefialado anteriormente, antes de comen-
zar la perfusion de los animales de este grupo experimental,
se les inyectd a todos los animales 100 ng de TRH por via in-
travenosa, obteniéndose muestras de sangre a los 0, 5 y 10
minutos despiés de la inyeccidn; en las muestras de plasma
obtenidas por centrifugacidn, se determindé TSH por radioin-
munoensayo.

En 1a fig 24 se ilustra el resultado de este ex-
perimento, en la que se representa el logaritmo de la con-
centracidon de TSH plasmdtica (ordenadas) frente al tiempo
( abcisa ), en los grupos de animales control (C) y experi-
mental (PTU); como se ve, la mdxima respuesta se alcanza a
los 5 minutos de la administracion de TRH, existiendo en el
grupo tratado con PTU una respuesta claramente mayor que en
el control. Esto indica que las hipofisis de aquellos anima-
les estdn menos inhibidas por el efecto de retroalimentacidn
negativa ("feedback") que las hormonas tiroideas ejercen a
nivel de secrecién de TSH, a pesar de que tanto l1a concentra-
cion de PBI plasmatico como la cantidad de iodo total en hi-
p6fisis no son diferentes de uno a otro grupo.

Dicho en otras palabras, los animales tratados con
PTU se comportan como si la concentracion de hormonas tiroi-
deas en la hip6fisis fuese menor que en las ratas controles,
disminuyendo asi el freno ejercido sobre la secrecion de TSH.
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Puesto que no es este el caso, ya que hemos visto como no va-
rian las concentraciones de iodo total y de T4 en las hip6fi-
sis tras el tratamiento con PTU, la dnica explicacidon posi-
ble es 1a disminucidn de los porcentajes de T3 y de los co-
cientes T3/T4, 1o que plantea la cuestion de si es esta (1ti-
ma hormona y no 1la T4, la verdaderamente activa a nivel celu-
lar.



DISCUSTION
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1) METODOLOGIA

Puesto que, como hemos visto en la Introduccion,
el mayor inconveniente con que se ha tropezado para abor-
dar el problema de 1a conversion de T4 a T3 en tejidos ex-
tratiroideos era la presencia de diversas dificultades me-
todol6gicas, parece necesario comenzar la discusidn de la
presente tesis realizando una evaluacidén de la metodologia
experimental empleada, antes de comenzar a discutir los re
sultados obtenidos. Lo haremos comenzando con la técnica -
mds general, a la que se han sometido los diferentes grupos
experimentales: el equilibrio isotépico.

Esta situacidon experimental nos ha servido para
poder expresar todos los datos de compuestos iodados en te
jidos, en valor absoluto de concentracidén o cantidad total
por drgano, valores muchc mas representativos y cercanos a
las verdaderas circunstancias fisioldgicas que el simple -
porcentaje, puesto que se evitan las diferencias de activi
dad especifica resultantes de una diferente equilibraciodn
de los diversos compartimentos. La mayoria de los datos de
concentracidon de iodo en tejidos que se pueden encontrar en
la literatura hasta 1960 estaban basados en el método cata
1itico de Sandell y Koltoff (1937) aplicado a la determina
cion de iodo en tejidos por Carr y Riggs (1953) y Klitgaard
y cols (1952), con resultados la mayoria de las veces, muy
discrepantes. E1 método de equilibrio isotdpico fue intro-
ducido por Van Middlesworth (1956) y por Morel y Simon - -
(1957), y se basa en el establecimiento de un equilibrio -
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entre la actividad especifica del iodo radiactivo adminis-
trado en la dieta, y 1a de los "pools" de iodc del organis
mo; la actividad especifica en éstos se acerca asintética-
mente a la de la dieta, de tal manera que un 100% de equi-
librio no se alcanzaria jamds; sin embargo, la aproximacidn
conseguida es suficiente, y cualquier valor pecr encima del
90% se considera vdlido para poder determinar con poco error
la concentracidén de iodoaminodcidos en tejidos (Heninger y
cols, 1963). E1 tiempo necesario para el establecimiento -
del equilibrio con ioduro en ratas intactas, ha sido estable
cido entre 5 y 50 dias por Van Middlesworth e Intoccia - -
(1957), dependiendo principalmente del contenido en iodo de
la dieta, de tal manera que con dietas muy bajas en iodo -
se alcanza antes el equilibrio que con dietas de contenido
alto. En ratas con una ingesta de iodo parecida a la que -
hemos administrado a nuestros animales, Heninger y cols --
(1963) obtuvieron el equilibrio entre los 25 y 30 dfas. No
sotros 1o hemos alcanzado mucho antes (Figs. 7 y 8), entre
los dias 15 y 19 del comienzo de la administracidén del - -
I125; esto se debe, principalmente, al pretratamiento de -
los animales con C1O4K y dieta baja en iodo (Lamas, 1969).

Hemos visto (fig. 5) que al término del equili-
brio existe una correlacidn muy estrecha entre la radiacti
vidad de una muestra cualquiera y la cantidad de iodo qui-
mico de la misma, y que los puntos que representan los da-
tos de muestras de orina y tiroides de los animales, estan
representados por la misma recta de regresidon que los de -
la solucidén de I'25 administrada con la comida. La validez
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de este método queda demostrada, ademis, por los datos re-
presetados en la figura 3, en la que se ve que existe una
gran coincidencia entre los datos de PBI plasmitico obteni
dos directamente, por valoracién del I'27, o indirectamen-
te, mediante medicidén de la radiactividad y cdlculo del 1127
correspondiente, a partir del valor conocido de la activi-
dad especifica del 1125, Los valores de iodoaminodcidos ob
tenidqs por nosotros en tejidos extratiroideos de ratas in
tactas coinciden estrechamente con los datos proporcionados
por Heninger y cols (1963) usando una metodologfa similar.
En lTos experimentos realizados con ratas tiroidectomizadas,
hemos 1levado el control del equilibrio isotépico midiendo
a diario la eliminacién de radiactividad por l1a orina (fig
12) o estudiando la correlacidén entre radiactividad y iodo
quimico en muestras de plasma (fig 17).

Las principales dificultades metodoldgicas que -
hicieron que se abandonasen los estudios encaminados a de-
mostrar conversidn de T4 a T3 in vivo e in vitro, se han enu
merado en la Introduccidén, y vamos a discutir brevemente --
como las hemos solucionado nosotros. Probablemente, la difi
cultad mds importante era la falta de un sistema cromatogrd
fico que permitiese una separacién muy neta entre las zonas
de T4 y T3 sobre el papel, que permitiese, al mismo tiempo,
una buena delimitacidn de la zona del TETRAC, puesto que -
existia la posibilidad de que este compuesto se formase in
vivo durante el metabolismo de 1la T4. E1 sistema cromato-
grdfico empleado por nosotros (fig 4) nos ha permitido una
separacion entre la T4 y T3 de mads de 8 cm. y, a veces, in
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cluso 12 cm; teniendo en cuenta que la anchura de una man-
cha radiactiva sobre el cromatograma es alrededor de 3 cm,
las separaciones que hemos conseguido eran 3-4 veces mayor
que la anchura de cada mancha; asi pues, se descartaba la
posibilidad de contaminaciones, especialmente de la zona

de T3 por arrastre de parte de la radiactividad pertenecien
te a la T4. Un ejemplo 1o tenemos en la figura 13, en la -
que se representan-los cromatogramas obtenidos de extrac--
tos de algunos 6rganos de ratas tiroidectomizadas mantenidas
con T4 marcada; en la cromatografia de plasma no se 1legé

a detectar T3, a pesar de la elevada cantidad de radiacti-
vidad en forma de T4; por otro lado, la presencia de TETRAC
no aumentd la posibilidad de contaminaciones; esto es, al
mismo tiempo, demostrativo de que, durante el proceso de -
extracci6n y cromatografia no hemos tenido degradacidn arti
ficial de T4 a T3; el hecho de no encontrar radiactividad
en la zona de la T3 en dichos cromatogramas demuestra que,
o bien, la T4 no se degradaba a T3 por las manipulaciones,
0 bien la cantidad que 1o hacia era tan pequefia que resul-
taba ser indetectable con los métodos empleados por noso--
tros, no influyendo, en consecuencia, en los calculos rea-
lizados.

La presencia de pequefias cantidades de T3 conta-
minantes de los lotes comerciales de T4 radiactiva (2-3%)
ha hecho que en los estudios de transformacidon de T4 a T3
no se supiese si la T3 encontrada en los tejidos procedfia
efectivamente de monodesiodacién de T4, 0 era simplemente
procedente de la dosis de T4 administrada. Una solucidn a
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este problema hubiera sido la purificacion de la T4 admi-
nistrada, tal y como se ha realizado en diversos estudios
de este tipo (Schwartz y cols, 1971); sin embargo, sigue -
existiendo el mismo probliema, puesto que, si durante el -
proceso de purificacidén, parte de la T4 se transforma en -
T3, como parece suceder por los datos aportados por Dussault
y Fisher (1970), alGn en el caso de que la cantidad de Ty -
formada de este modo sea 1o suficientemente escasa para no
ser detectada en el andlisis cromatogrdfico de la dosis de
T4 purificada, puede suceder que, al pasar rapidamente del
plasma a los tejidos, se acumule en éstos, dado que la T3—
es primariamente una hormona intracelular (Oppenheimer y -
cols, 1970); de esta manera, cantidades de T3 inapreciables
en el andlisis cromatogrdfico de la T4 administrada podrfan
hacerse importantes al realizar un andlisis cromatogradfico
de los tejidos. Para resolver este problema, nosotros hemos
usado ratas tiroidectomizadas, (para evitar que el ioduro
desprendido de Ta molécula de T4 por desiodacidon, al ser -
captado por el tiroides se transformase en T3), a las que
administrabamos T4 radiactiva sin purificar, conociendo --
exactamente el porcentaje de contaminacion de T3; de esta
forma, conociendo la vida media de la hormona en el orga--
nismo de los animales, se puede calcular la cantidad de la
misma que se acumularia a 1o largo del experimento; asi, 1la
diferencia entre la T, encontrada por andlisis de los teji
dos, y la T3 acumulada por contaminaci6én y calculada teéri
camente, representaria la T3 que ha derivado de la T4 por
monodesiodacidén, como discutiremos en el punto siguiente.
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2) COMPUESTOS IODADOS EN TEJIDOS EXTRATIROIDEOS

Hemos visto,a 1o largo de la exposicidon de los -
resultados de la presente tesis, que el iodo tisular esta
fundamentalmente en dos formas, segln sus caracteristicas
de solubilidad en los solventes orgé&nicos: una soluble y -
otra insoluble, que hemos 1lamado NEI; esta Gltima fraccidn
es muy pequefia en la mayoria de los tejidos de ratas intac
tas, o tiroidectomizadas, siendo, generalmente alrededor -
del 10% del iodo total del tejido; en cerebro de ratas in-
tactas equilibradas con ioduro, en cambio, el valor del --
NEI era muy alto, 70% del iodo total; otro 6rgano en el que
hemos encontrado una elevada proporcién de iodo no eéxtrai-
ble es en hip6fisis total de ratas tiroidectomizadas, don-
de hemos encontrado que del 25 al 30% de la radiactividad
se quedaba en el origen de los cromatogramas.

La existencia de radiactividad tisular no soluble
en solventes orgdnicos fue ya senalada por Heninger y cols
(1963), que encontraron una elevada proporcion de radiacti
vidad en el origen de los cromatogramas de tejidos de ratas
a dieta con contenido alto de iodo, y supusieron que se tra
taria de iodo ligado a proteinas. Esta fraccidn del jodo -
tisular ha sido estudiada recientemente por el grupo de --
Oppenheimer (Surks y Oppenheimer, 1969, 1970; Surks y cols,
1969), habiéndose 1legado a la conclusién de que represen-
ta una forma de jodo protéico, formado durante el metabolis
mo periférico de 1la T4 y T3, principalmente durante la des
iodacién (Kozyreff y cols, 1971). Los elevados porcentajes



152

~de radiactividad no extraible encontrados por nosotros en
cerebro no han sido descritos previamente. Puesto que esta
radiactividad no era soluble en cloroformo ni en éter eti-
lico, se descartd la posibilidad de que se tratase de un -
1ipido iodado; por otra parte, no se trataba de una falta
de eficiencia en la extraccidn por el etanol, puesto que -
las cifras de NEI obtenidas en los demds organos oscilan -
alrededor del 10% de la radiactividad del tejido, de acuer
do con datos de la literatura (Surks y cols, 1969); ademés,
tampoco era extraible por butanol. Una evidencia adicional
de que no se trataba de un artefacto es la de que, después
de la hidrdlisis, un 40% de la radiactividad del NEI se hi
zo extraible; el hecho de que fuese hidrolizable por prona
sa, hace suponer de que se trataba, al menos en parte, de
un compuesto iodado de naturaleza protéica.

Tras cromatografia del extracto de NEI hidroliza
do, vimos que la mayor parte de la radiactividad estaba en
forma de MIT y DIT, junto a un pequefio porcentaje de T4 --
(fig 10); ahora bien, sabemos que la MIT y DIT no se segre
gan normalmente por el tiroides y no estdn presentes en --
plasma; ademds, en tejidos (y en tirqgides) existe una enzi
ma, la deshalogenasa de las iodotirosinas, que desioda ra-
pidamente a estos compuestos (Stanbury y cols, 1955), por
1o que 1a DIT y 1a MIT no estarian presentes en los tejidos
periféricos; asi pues, las detectadas por nosotros en el -
NEI de cerebro no provienen del tiroides, sino md&s probable
mente, de la misma T4 y/o T3 durante su metabolismo extra-
tiroideo; podria ocurrir que se formasen por un proceso de
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transiodacidn de las proteinas, mediante un mecanismo simi
lar al descrito por Galton e Ingbar (1961): el ioduro 1libe
rado de la molécula de T4, en forma oxidada (Tata, 1960b)

u oxidado por la accién directa del FMN (Galton e Ingbar,
1961), produciria una iodacidn de los radicales tirosilos
de las proteinas celulares, de tal manera que se formarfian
MIT y DIT en el seno de estas proteinas, que serfan libera
das durante la hidrolisis; sin embargo, no parece ser este
nuestro caso, principalmente porque en los demds tejidos,
el porcentaje de NEI es muy bajo; por otro lado, en el ce-
rebro de las ratas tiroidectomizadas de la parte II, la --
cantidad de NEI era prdcticamente despreciable. La presen-
cia de T, en la cromatografia del hidrolizado, podrfa deber
se a una extraccidén incompleta de la misma, aunque parece
mds plausible la explicacion dada por Surks y Oppenheimer
(1970) que encontraron también T4 en el NEI de otros Grga
nos, como higado y rifdn, y es que la T4 estaria ligada --
por enlaces covalentes (no necesariamente peptidicos) a las
proteinas microsomales; la DIT y la MIT presentes en el hi
drolizado pddrian haber sido consecuencia de ruptura del -
enlace éter de 1a T, en el seno de estas protefnas, tal co
mo habfa sido propuesto por Wynn y Gibbs (1962).

Esta hipotesis estd de acuerdo con el hecho de -
que, en ratas tiroidectomizadas equilibradas con T4 marca-
da (II parte), la proporcién de iodo en forma de NEI en ce

rebro, era prdcticamente indetectable; en este caso, la T4
iba marcada en el anillo externo en posiciones 3' o 5', de

tal manera que por rotura del enlace éter daria lugar a
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DIT y MIT, procedentes del anillo interno y, por tanto, no
marcadas; asi pues, el NEI resultante no serfa radiactivo.
En cambio, en el caso de las ratas intactas equilibradas -
con ioduro, la T,, sintetizada por el tiroides, irfa marca
da al azar en los cuatro dtomos de iodo, de tal manera que
la DIT y MIT resultantes del anillo interno serian radiac-
tivas, ¥y el NEI resultante también.

En las hip6fisis de las ratas tiroidectomizadas
mantenidas con T4, de la III parte, hemos encontrado un --
elevado porcentaje de material en el origen de los cromato
gramas; este material representaria NEI, puesto que, en el
caso de las hipofisis, se realizdé cromatografia directa --
del homogenado sin extraer; de los datos sefialados en la -
figura 23, parece ser que s0lo aparece material en el ori-
gen en elevadas proporciones cuando se cromatografia la --
hip6fisis completa, es decir adeno y neurohipéfisis, mien
tras que cuando se cromatografia la adenohip6fisis s6lo, el
porcentaje de material en el origen se hace inferior al --
10%. Asi pues, parece ser que el origen de estas cifras ele
vadas de material en el origen estd proporcionado por neu-
rohip6fisis; si tenemos en cuenta que la cantidad de radiac
tividad en neurohip6fisis es alrededor del 30% de la radiac
tividad total de hip6fisis, se puede suponer que la mayor-
parte del iodo en neurohip6fisis esta en forma de proteinas
iodadas no solubles en solventes orgdnicos; el hecho de que
sea detectable, ailn incluso con el uso de T4 marcada en el
anillo externo, hace pensar que la mayor parte de la radiac
tividad ligada a estas proteinas 1o esté en forma de Ty. La
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significacion de estos hechos nos es, por el momento, to--
talmente desconocida.

Junto a la fraccidon no extraible por etanol, exis
te en los tejidos extratiroideos otra fraccion del iodo, -
que supone mds del 90% del iodo total, que es soluble en -
solventes orgdnicos, y en la que va incluida la fraccidn -
hormonal propiamente dicha. Mediante cromatografia en papel
de esta fraccidn, hemos visto que esta constituida, princi-
palmente, por T4, T3 y ioduro, en todos los 6rganos que he
mos estudiado; en algunos de éstos, como higado y rifién, exis
ten compuestos que, por su movilidad cromatogrdfica parecen
ser conjugados glucurdnicos de T4; estps compuestos pueden
ser detectados asimismo en el plasma de ratas tiroidectomi-
zadas tratadas con T, (figura 13). En todos los Grganos es
tudiados, la concentracion de T, es mayor que la de Tqs sien
do los cocientes T3/T4 mayores en cerebro que en ningln otro
organo, de acuerdo con datos previos de la Titeratura (Henin
ger y cols, 1963). En las ratas intactas equilibradas con -
ioduro, el origen de los compuestos iodados en tejidos extra
tiroideos, es, naturalmente, el tiroides, mientras que en -
las ratas tiroidectomizadas mantenidas con Ty resultarian -
del metabolismo de esta (Gl1tima por los mismos tejidos; para
asegurar esto hemos tenido especial cuidado en descartar aque
11os animales que, una vez sacrificados, presentaban una ex-
cesiva radiactividad traqueal, por la presencia de restos de
tejido tiroideo.

Hemos visto en la figura 13 que en los cromatogra
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mas de tejidos extratiroideos de ratas tiroidectomizadas
mantenidas con T4 marcada, existe un pico bien definido -
de radiactividad en forma de T3; puesto que los animales
estaban tiroidectomizados, el origen de esta T3 no podfa
ser otro que la T4 administrada, es decir, la T4, por mo-
nodesiodacidon selectiva del d&tomo en 5' se transformaria

en T3 en tejidos extratiroideos; ahora bien, otra posibi-
lidad es que 1la T3 que encontramos en tejidos no sea mas
que la que estaba presente en la dosis inyectada de T4 en
pequeiias proporciones (2,5%) que, en virtud de su débil 1i-
gazon a las proteinas plasmdticas transportadoras, pasa--
ria rdpidamente del plasma a los tejidos, donde existiria
un auténtico mecanismo de acumulacidon; sin embargo, hemos
visto que, mediante cdlculo de la cantidad de T3 que se -
acumularia en el organismo de las ratas, y de la cantidad
total de T3 que hemos encontrado en las mismas, la fraccidn
de T3 que podria haber resultado de contaminacién'de la do-
sis de T4 inyectada es menor del 5% de la total; por otro
lado, s61o la cantidad total de T3 encontrada en higado -
(11,64 ng) es superior a la que existiria en el organismo
total procedente de la dosis (10,7 ng); estas diferencias
son muy grandes y demuestran claramente que, in vivo y en
tejidos extratiroideos, la T4 es capaz de convertirse en
T3. La validez de los cdlculos que hemos realizado para de-
mostrar este punto queda asegurada por el hecho de que, =
aplicando los mismos cdlculos para el caso de la T4, hemos
encontrado una estrecha correspondencia entre la cantidad
total de T4 encontrada en el organismo de las ratas y la
calculada teéricamente sobre 1a base de la acumulacidn pro
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gresiva de 1la T4 administrada a diario (1,31 uwg y 1,34 ug,
respectivamente).

Queda asi cubierto el principal objetivo de los
experimentos de la presente tesis, que era la demostracidn
de que la T4 se convertia en T3 en tejidos extratiroideos.
Durante la realizacidon de estos experimentos, han ido sur-
giendo publicaciones que demostraban el mismo punto; asft,
ha sido demostrado en humanos por Braverman y cecls (1970),
Sterling y cols (1970) y Pittman y cols (1970 c¢). Estos -
G1timos autores han calculado que, aproximadamente 1/3 de
la T4 metabolizada en humanos se transforma en T3. En ra-
tas se ha calculado (Schwartz y cols, 1971) que el 17% de
la T4 segregada por el tiroides se transforma en T3 en los
tejidos periféricos. Sin embargo, como han sefialado Refetoff
y cols (1972), en este trabajo no se descartaba la posibili
dad de que la T3 encontrada en los tejidos no procediese -
de contaminacidon de la T4 administrada pues, aunque esta -
Gltima se purificé cromatograficamente, no se puede descar-
tar del todo la presencia de impurezas en cantidades 1o su-
ficientemente pequefias como para que escapase su deteccidn
en subsiguientes andlisis de 1la T4 purificada y, siendo co-
mo es la T3 una hormona primariamente intracelular, su ra-
pido paso del plasma a los tejidos podia hacer que se acu-
mulase en éstos. En cultivo de tejidos de fibroblastos hu-
manos, y usando una técnica muy compleja, también se ha de
mostrado inequivocamente la transformacion de T4 a T3 (Re-
fetoff y cols, 1972).
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En 1a figura 13, en la que se representan cro--
matogramas tipicos de algunos de los Organos pertenecien-
tes a los animales de la II parte, vemos que, entre las -
zonas radiactivas pertenecientes a la T4 y T3, existe una
pequefia fraccidn de la radiactividad del tejido que coinci
de con el Rf caracteristico del TETRAC en este sistema cro
matogrdfico. Existian varias posibilidades para explicar
la presencia de radijactividad en esta zona: a) pddria ser
el resultado de un desdoblamiento de 1la zona de T4; b) po
dria tratarse de ésteres etandlicos de T4, puesto que esta
descrito que, en los extractos alcohé6licos, la T4 y T3 for
man ésteres que poseen un Rf superior al de los compuestos
originales en la mayoria de los solventes cromatograficos
(Bellabarba y Sterling, 1969), sobre todo si el pH de la
solucidon es acido o neutro; esta posibilidad, en nuestro
caso, era remota, puesto que dichos ésteres son inestables
en medio alcalino, rompiéndose y liberando los compuestos
originales y, puesto que nosotros redisolviamos los extrac
tos en metanol-amoniaco, la posibilidad de 1a formacidon de
ésteres alcohdlicos era prédcticamente nula; c¢) la tercera
posibilidad era la de que se tratase del derivado acético
de 1a T, (dcido tetraiodotiroacético, TETRAC, o TAc4, fi-
gura 1b), procedente de descarboxilacidén y deaminacidn de
la misma; para asegurarlo, realizamos una cromatografia -
bidimensional, cuyo resultado ya hemos comentado (figura
13 b); asi pues, la coincidencia de este compuesto con el
Rf del TETRAC en al menos dos solventes cromatograficos,
hace que se trate del mismo con una probabilidad muy gran
de. Puesto que este compuesto no estaba presente en la do
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sis de T, administrada, la Gnica posibilidad era la de que
se hubiese formado como consecuencia del metabolismo peri
férico de la T, en tejidos extratiroideos; la conversidn
de T4 a TETRAC ha sido ya demostrada en animales experi--
mentales (Roche y cols, 1954 b; Albright y cols, 1956; =--
Galton y Pitt-Rivers, 1959) y recientemente, en humanos -
(Braverman y cols, 1970; Pitman y cols, 1971); ademds, se
ha descrito una enzima en la fraccion mitocondrial de cé-
lulas de rinoén, que es capaz de catalizar la transforma--
cidn de T, a TETRAC (Tomita y cols, 1957).

Asi pues, la presencia de TETRAC en plasma y te
jidos de ratas tiroidectomizadas mantenidas con T4 sugiere
que la deaminacidn es una via importante de degradacidn -
de la T4 in vivo, 1o cual esta de acuerdo con los hallazgos
realizados en humanos por Pittman y cols (1971). No sabemos
la razén exacta del porqué no hemos detectado TETRAC en 1los
tejidos de ratas intactas equilibradas con ioduro; proba-
blemente se debe a que l1a cantidad de TETRAC producido a -
partir de T4 dependeria de la cantidad de ésta que alcance
los tejidos periféricos; sin embargo, si se comparan las
concentraciones de T4 en higado y rifion de ratas tiroidec-
tomizadas (tabla 9) con las de las ratas intactas (tabla 5),
vemos que, en las primeras, la concentracidn de T4 es menor;
ahora bien, hay que tener en cuenta que estos datos son los
que corresponden a las 24 horas de la Gltima inyeccidn de
T4 y, puesto que las ratas tiroidectomizadas recibfan una
dnica inyeccidn de T4 al difa, mientras que en las intactas,
la hormona se estd segregando continuamente por el tiroides,
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es de suponer que exista un momento, que seria inmediato

a la inyeccién de la dosis de T4, en que la concentracidn
de ésta en los tejidos esté en exceso; probablemente, el
porcentaje de T4 que se transforme en TETRAC sea pequefo,
y existiria un mecanismo de acumulacién, debido a su lenta
velocidad de recambio metab6lico (Green e Ingban, 1961; -
Wynn, 1968).

Un hecho inesperado es el elevado porcentaje de
TETRAC encontrado en pulmén; al revisar la literatura re-
lacionada con el tema, no hemos encontrado datos simila-
res, principalmente por no haberse estudiado este dérgano
en forma similar a como 1o hemos hecho nosotros; los altos
porcentajes de TETRAC encontrados en este érgano no quie-
ren decir que el pulmén sea capaz de transformar activamen
te 1a T4 a TETRAC; probablemente este compuesto se origina
ria en otros 6rganos, como higado y/o rifibn, de los que pa
sarfa al plasma y, de aqui, al pulmén.

3) EFECTO DE LA EXPOSICION AL FRIO SOBRE EL METABOLISMO DE
LAS HORMONAS TIROIDEAS:

E1 objeto del estudio de 1a influencia del frio
sobre el metabolismo de las hormonas tiroideas ha sido do
ble: por un lado, hemos intentado aclarar algunos puntos
en relacidén con el papel de dichas hormonas en la termorre
gulacién y, por otro, ver si bajo una situacidon de aclima-
tacion* al frio existe un aumento en la cantidad de T3 que

E1 término. "aclimatacidon" engloba los cambios fisioldgicos
que ocurren en un organismo individual a lo largo de sema
nas o meses, en respuesta a cambios en el medio ambiente,
mientras que "adaptacidon" se refiere a los reajustes a lar
go plazo en una poblacién, generalmente mediados genética-
mente. '
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se deriva de T4.

En los mamiferos, la conservacion de una tempera
tura corporal relativamente constante depende de un equili
brio complejo entre la produccidon de calor y la pérdida -
del mismo por irradiaci6n, existiendo dos principales me-
canismos de aclimatacidn al frio: a) Conservacidén de ca--
lor mediante vasoconstriccidn cutdnea o crecimiento del -
pelo corporal y b) Produccidén de calor mediante la activi
dad muscular ("Shivering Thermogénesis") o por incremento
en las reacciones bioquimicas exotérmicas que elevan el -
metabolismo basal ("Metabolic or non-shivering thermogéne
sis"); al mismo tiempo, en la aclimatacidén al frio se pue
de distinguir un periodo inicial, o de aclimatacidon aguda,
que comprende las primeras horas y dias de exposicidon y -
un periodo de aclimatacion crodnica, durante las semanas y
meses siguientes. Actualmente sabemos que la aclimatacidn
al frio se consigue mediante la puesta en marcha de com--
plejisimos mecanismos de regulacidon neuroendocrina entre
los que se puede poner de manifiesto, ya desde los prime-
ros momentos, una activacion del sistema simpdtico-adreno
medular y del sistema endocrino convencional constituido
por la hip6fisis y sus glandulas dianas y por el péancreas
endocrino (Gale, 1973); todo este complejo sistema se ha-
11a regulado por la actividad integradora del hipotalamo.

Desde hace tiempo se sabe que la presencia de ni
veles plasmaticos adecuados de hormonas tiroideas es fun--
damental para el incremento de la termogénesis que ocurre



en la aclimatacidén aguda al frio (Ring, 1942; Leblond y --
Gross, 1943; Ershoff, 1948), asi, las ratas hipotiroideas
no son capaces de mantener su temperatura corporal en el
frio. Ya desde los primeros momentos de la exposicién a -
bajas temperaturas se puede poner de manifiesto una activa
cion del tiroides; se ha descrito hipertrofia de la glandu
la, aumento de la secreci6n de TSH e incrementos de la cap
tacién de I!3! y de la secrecidn de compuestos iodados; al
mismo tiempo, existe un acortamiento de la vida media de
la T, en plasma (Hsieh y Carlson, 1957); esta situacidn ha
ce que, por otro lado, la exposicidon al frio constituya -
un modelo experimental adecuado para el estudio de la fi-
siopatologia del hipertiroidismo.

Hoy dfa parece estar claro que la activacidén ini
cial del tiroides se debe a un incremento de la secrecién
de TSH por la hip6fisis en respuesta a un aumento de la se
crecién de TRH hipotalamico; el inmcremento de la actividad
hipotaldmica estaria mediado a través de termorreceptores
cutdneos especificos, que se proyectan en los nicleos ven
tromedial y posterolateral del hipotdalamo a través de fi-
bras nerviosas que discurren por el haz espinotaldmico 1a
teral; si se interrumpen las conexiones nerviosas del hi-
potdlamo con la médula espinal mediante una transseccién
cerebelopontina, no se produce el aumento de la secrecidn
de TSH que ocurre a los pocos minutos de la exposicién al
frio ( Kajihara y cols, 1972 ); el mismo resultado se -
consigue mediante lesiones hipotaldmicas.
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Probablemente a consecuencia de esta activacién
inicial del tiroides, en la mayoria de los casos se puede
poner de manifiesto un aumento de los niveles de PBI circu
lante, horas después del comienzo del frio, aunque algunos
autores explican el aumento del PBI, como una consecuencia
de la hemoconcentracién que se produce tras la "diuresis
por frio", al menos en el hombre, que ocurre en los comien
z0os de la exposicién a bajas temperaturas (Suzuki, 1971).
En nuestras condiciones experimentales, hemos podido cons
tatar una disminucion del PBI plasmatico tanto en ratas -
intactas como en tiroidectomizadas tratadas con T4, a las
dos semanas de exposicidon al frio, de acuerdo con datos -
previos de la titeratura (Albright y cols, 1965; Bakke y
Lawrence, 1971). Esta disminucidén del PBI se deberfa a una
disminucion de la vida media de 1la T4, puesto que las ratas
de la II parte, recibian 1a misma dosis de T4 y se sacrifi
caron ambos grupos, control y experimental,al mismo tiempo
tras Ta Ultima inyeccidn; la disminucidén del PBI tampoco
seria un efecto enmascarado a consecuencia de diferencias
en la actividad especifica del 1125, puesto que, como he-
mos visto en la I parte, la exposicidon al frio no altera
la actividad especifica del iodo tisular, como cabria es-
perar si el frio produjese una movilizacién del iodo conte
nido en compartimentos de una velocidad de recambio relati
vamente lenta y, en consecuencia, mads lentos en alcanzar
la equilibracidn isotdpica; en nuestro caso no hemos estu
diado especificamente la causa que producia la disminucidn
del PBI, pues hubiera sido salirnos de nuestros propdsitos
iniciales, pero parece probable que se deba a varios fac-

>
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tores, entre los que se encuentran:

- un aumento de la excrecidn fecal de la T,: he
mos visto en 1as ratas de la I parte que, ya desde los pri
meros dfas de la exposicién al frfo, existe un aumento del
peso de las heces al mismo tiempo que un incremento de la
radiactividad total de las mismas. E1 aumento del pesc de
las heces estaria realacionado con un incremento de la in-
gesta y, puesto que la circulacidén enterohepdatica de T4 en
la rata es muy importante desde el punto de vista cuanti-
tativo, el aumento de volumen de las heces, produciria una
disminucion de la cantidad de T4 que se reabsorbe a través
de l1a pared intestinal (Suzuki, 1971). '

- un incremento en la utilizacidon periférica de
la T4, como parece desprenderse del incremento en la eli-
minacién del ioduro por la orina (fig 7 y 12), que proce-
deria de desiodacidn de 1la T4, sobre todo en las ratas de
la Il parte, en las que es evidente el aumento de la can-
tidad de ioduroc eliminado en los primeros dias de la expo
sicidén al frio (fig 12); en el grupo de ratas intactas, -
al aumento de la desiodacidn de la T4 se sumarfa el del -
ioduro procedente de una mayor ingesta del mismo. Aunque
en la figura 12 se ve que la can tidad de ioduro eliminado
por la orina se hace igual a la de las ratas controles a
partir del 5° dia de exposicidn al frio, probablemente 1la
desiodacidn de 1la T4 continde aumentada puesto que, debido
a las pérdidas iniciales de esta hormona, es de suponer y
de hecho asi ocurre, que la concentracidén de la misma a -
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lo largo de su espacio de distribucidon sea inferior al de
las ratas controles, de tal manera que la proporcidén de la
misma que se degrade via desiodacidon estaria aumentada.

- otros factores, como un incremento en la con-
centracidn plasmdtica de los dacidios grasos libres, proce-
dentes de un aumento de la lipolisis, que inhibirfan la -
ligazén de 1la T4 a las proteinas transportadoras (Gale,
1973).

La disminucidn del PBI se produce incluso a pe-
sar de la presencia del tiroides que no es capaz de com=--
pensar esta disminucidn, aln cuamdo la disminucidn de 1la
concentracion de iodo tiroideo y la tendencia a la dismi-
nucién en los porcentajes de radiactividad en forma de iodo
tironinas, hace pensar que esté incrementada la secrecidn
hormonal, o 1o haya estado en alg(in momento anterior; serfia
de esperar que la consecuencia immediata de la disminucidn
del PBI fuese un incremento de la secrecion de TSH por 1la
hip6fisis, pero existen algunas evidencias de que, a las
dos semanas de exposicidon al frio las concentraciones de
TSH en plasma no son diferentes dle las de las ratas contro
les; asi, Bakke y Lawrence en 1971 demostraron que, a pe-
sar de una disminucidon de l1os niweles de PBI circulantes,
existTa un incremento de la secrecién de TSH poco después
de la exposicién al frio, como hemos comentado an teriormen
te, pero que volvian a los niveles basales a los pocos dfias
de tal manera que, a las dos semanas, la concentracidn de
TSH plasmatica era normal a pesar de una disminucién de --
los niveles de PBI de un 50%; en nuestras ratas no hemos
medido TSHiplasmatica, pero el hecho de que no existan --
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diferencias en los pesos de los tiroides, hace suponer que
la concentracion de 1a misma sea normal; es posible que el
mecanismo que mantiene normal el TSH plasmatico sea un in-
cremento de la fraccion de T4.1ibre en plasma, por una dis
minucién de la ligazén de la T4 a las proteinas transporta
doras; esto, a su vez, estaria motivado por un aumento de
la concentracidén de dcidos grasos libres al estar incremen
tada la lipolisis (Gale, 1973); otro mecanismo serfa la -
disminucion de las concentraciones de TBPA que se produce
en cualquier circunstancia de stress, como exposicidon a -
elevadas alturas, infecciones graves, traumatismos, etc,
en los que existe una disminucién de la sintesis de preal-
bidmina por el higado (Oppenheimer y cols, 1963). '

En relacidon con la fisiologia del frio hay que
hacer notar que mientras se conocenmuy bien 1os mecanismos
fisioldgicos iniciales que se producen como respuesta agu-
da, permanece alin oculto el papel de las hormonas tiroideas
en la aclimatacidn crdnica; actualmente se tiende a pensar
que la aclimatacidn al frio supone una accidén sinérgica en-
tre las hormonas tiroideas y las catecolaminas en diversos
tejidos (Chaffe y Roberts, 1971), sobre todo en tejido adi
poso marrdén, que sirve como generador de calor para Orga-
nos vitales (pulmdén, corazdén, médula espinal, etc) median
te la movilizacidn y oxidacion de los 1ipidos de reserva.
Si bien se sabe que la interaccidén entre catecolaminas y
hormonas tiroideas a nivel de corazfén y vasos sanguineos
requiere un aumento de las catecolaminas, asi como un in-
cremento de la sensibilidad de los receptores adrenérgicos
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(LeBlanc y Villemaire, 1970; Lutherer y cols, 1969) adn no
existe la suficiente evidencia experimental para dilucidar
la cuestion de si en la aclimatacién al frio es necesario
que exista un aumento de la produccién y la utilizacion -
de hormonas tiroideas, o bien la accidén sinérgica con las
catecolaminas se realiza de tal forma que exista una sen-
sibilizacién de los receptores periféricos, de tal manera
que no sea necesaria un aumento de las concentraciones de
T4 y/o T3. En los pdarrafos que siguen trataremos de apor-
tar algunos datos sobre este problema.

Hemos visto que, ademds de una disminucién del
PBI en plasma, la exposicidén al frio durante dos semanas
produce una disminucidn de la cantidad de iodo total en -
otros tejidos; asi, en las ratas intactas equilibradas con
joduro existe una disminucidén de la concentracidon de iodo
total en rifion y de la cantidad total del mismo en higado
(tabla 3); ademds, también estd disminuida la cantidad --
total de iodo en tiroides. Por otro lado, en las ratas ti-
roidectomizadas, equilibradas con tiroxina, tiende a dis-
minuir la cantidad total de iodo en todos los 6rganos, sien
do 1a diferencia cen las ratas controles, estadisticamente
significativa en higado,estémago, intestino y carcass, es
decir en aquellos 6rganos en 1os que el "pool" de iodo es
mayor; las razones de esta disminucion parecen ser las --
mismas de que hablabamos en el caso del PBI plasmatico, -
sobre todo un aumento de la eliminacidn de T4 por las he-
ces, a 1o que se sumgria un incremento de la desiodacidn
periférica de la T4 tal como hemos visto que ocurre en las
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ratas tiroidectomizadas.

Hemos estudiado la distribucién de iodoaminodci
dos en algunos oOrganos tras la exposicién al frio, con el
objeto de ver si en la aclimatacidn a bajas temperaturas
podia ponerse de manifiesto un cambio en las concentracio
nes de hormonas tiroideas en dichos 6rganos; en general,
hemos visto la tendencia que existe a la disminucidon de las
concentraciones de T, y al aumento en las T5; debido a es
to G1timo es por lo que se registra un aumento de los co-
cientes T3/T4 en algunos o6rganos; asi, en la fig 11 hemos
visto el aumento de los cocientes en higado y rindn de las
ratas intactas, que se debe a disminucion de T4 en rifién
y a aumento de T3 en higado; as1 pues, se puede hablar de
un aumento, al menos relativo de las concentraciones de -
T3 en los tejidos extratiroideos de las ratas aclimatadas
al frio durante dos semanas; datos en cierto modo simila-
res obtuvieron Albright y cols em 1965, aunque quedaba --
por aclarar cudl era el origen de esta T3, pues no se acla
raba si existfa una mayor secrecién de la misma por el ti
roides, o existia un aumento de la transformacidn de T4 a
T3 en los tejidos extratiroideos; es por esta razdn por -
la que nosotros hemos estudiado qué pasaba en el tiroides
bajo las condiciones experimentales de las ratas de la I
parte. En la fig 10 podemos ver el resultado del anadlisis
cromatogrédfico del hidrolizado tiroideo; aunque las dife-
rencias de composicidn porcentual de los diferentes iodo-
aminodcidos no sean significativas, se ve que, mientras los
porcentajes de MIT y DIT tienden a ser mds elevados, 1los -
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de T3 y T4 tienden a disminuir, aunque en la misma propor
cién, de tal manera que los cocientes MIT/DIT y T3/T4 no
varian como era de esperar a la vista del contenido en --
iodo de las glandulas; este hecho probablemente esté re--
lacionado con un aumento de la velocidad de recambio de -
la tiroglobulinajefectivamente, al estar aumentada la in-
corporacidn de iodo a 1a misma, al mismo tiempo que la pro-
teolisis, como se deduce de datos de la literatura (Hsieh
y Carlson, 1957), serfa de esperar un aumento de los por-
centajes de T4 + T3 y un aumento de los de DIT+MIT, puesto
que, mientras las primeras son segregadas rdpidamente tras
la hidr6lisis, las iodotirosinas son desiodadas rdpidamen
te en el tiroides, incorporédndose de nuevo el ioduro libe
rado a la tiroglobulina, en forma de DIT y MIT. Estos re-
sultados apuntan a un aumento de la secrecidn de T4 y T3
por el tiroides; sin embargo, este fenb6meno es posible -
que ocurriese durante los primeros dias de exposicidon al
frio, puesto que, a las dos semanas, hemos visto que la
cantidad total de iodotironinas en los tiroides de las ra
tas expuestas al frio es menor que en los de las ratas -~
controles, de tal manera, que adn suponiendo un gran aumen
to de la velocidad de recambio del iodo tiroideo, es muy
improbable que la secrecidon hormonal esté incrementada en
términos absolutos y, ademds, estd el hecho de la menor -
concentracion de PBI plasmatico.

Ahora bien, hemos visto también que los cocientes
T3/T4 obtenidos del analisis cromatogrdfico del homogenado
tiroideo, ‘tienden a ser mads altos en las ratas expuestas -
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al frio que en las controles; como hemos indicado en otro
lugar, la T3 y T4 presentes en el homogenado tiroideo, es
tan en estado libre, no incorporadas a iodoproteinas, re-
presentando la fraccidn hormonal que se estd segregando,

puesto que los cocientes T3/T4 deNM homogenado son idénti-
cos a los del efluente venoso tirwideo; asi pues, es muy

posible que en las ratas aclimatadas al frio se segregue

proporcionalmente més T3 que en las ratas controles; esta
T3 podria proceder de un aumento de la posible monodesioda-
cion de Ty a T3 en el tiroides una vez que la T4 ha sido
liberada de la tiroglobulina mediante el proceso de proteo-
lisis fisioldégica (Haibach, 1971): segiln esto, es bastante
probable que el aumento de los cocientes T3/T4 en los te-

jidos extratiroideos se deba a una mayor secrecidn porcen
tual de Ty en relacidn con la de W4.

Ahora bien, es también tbastante probable que --
exista un mecanismo adicional de aumento de la transforma
cion de T4 a T3 en tejidos extratiiroideos, al menos en al
gunos o6rganos, puesto que, como hemos visto en la tabla -
12, en ratas tiroidectomizadas mamtenidas con T4 marcada,
la exposicion al frio produce un fincremento de los cocien
tes T3/T4 en algunos 6rganos y, em pulmdén, 6rgano en el -
que se registra un mds claro aumemto de las concentraciones
de T3, los porcentajes de ésta guardan una relacidn inver-
sa con los de T4; en otras palabras, el aumento de T3 que
se registra en este 6rgano parece ser debido a disminucidn
de la T,. |
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Resulta 1lamativo el hecho de que, mientras las
concentraciones de Ty tienden a awmentar, las concentracic
nes de TETRAC disminuyen; asi, en pulmdén disminuye de - -
0,73 + 0,06 ng/g a 0,26 + 0,08; ein higado y rifién la dismi-
nucidén es tal que se hace indetectable con el método utili
zado; en plasma, la disminucidn experimentada por el valor
medio no es significativa, debido a la gran desviacion es-
tandard de los datos de las ratas controles. No sabemos -
exactamente cual es la causa de t@al disminucidon, pudiendo
deberse a un aumento de su degradi@acion, a una disminuciodn
de su produccidn o a ambas a la vez; es posible que el --
frio acorte la vida media del TETIRAC en los tejidos, pero
también es posible que 1a produccidén de TETRAC se inicie
s6lo a partir de una determinada concentracidn de T4 en los
tejidos y, en la exposicién al frio, la disminucidon de las
concentraciones de T4 en todo el organismo hace que dismi-
nuya la cantidad de la misma que :se transforma en TETRAC;
la degradacion de T4 a TETRAC seria de esta forma una es-
pecie de mecanismo regulador de la concentracidn de T4 a
T3,

4) EFECTO DEL PTU SOBRE EL METABOILISMO Y ACTIVIDAD HORMONAL
DE LA T,. RELACION ENTRE LA TR/ANSFORMACION DE Ty A Ty Y
LA INHIBICION DE LA SECRECION IDE TSH POR LA HIPOFISIS.
(ES NECESARIA LA TRANSFORMACIOIN A Ty PARA QUE LA Ty TEN
GA ACTIVIDAD HORMONAL?

En los {Gltimos 2-3 afios estamos asistiendo a una
revisidn sobre aspectos fundamentales de la fisiologia ti-
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roidea, entre ellos el tan debattido problema de si ambas
hormonas T3 y T4 son activas, o si 1o es una sola de ellas;
cldsicamente, &l hablar de "Hormona Tiroidea", se hacia re
ferencia casi exclusivamente a la T4, 1o cual no es de ex-
trafiar, pues se descubrid mucho antes que la T3, y se cono-
cia su concentracidn en plasma, dato fundamental para la -
estimacidon de otros pardmetros cuantitativos de su metabo-
lismo; en cambio, el papel de 1la T4 en la fisiologia tiroi-
dea ha sido objeto de numerosas w@speculaciones por parte -
de los estudiosos del tiroides, @ falta de datos y eviden-
cias experimentales 1o suficientemente precisos sobre su
fisiologia; incluso, aln hoy dia, no se sabe con seguridad
cual es su auténtica concentraci®dn en plasma, existiendo -
grandes discrepancias entre los valores obtenidos en dife-
rentes laboratorios. (Larsen, 197'2).

La posible importancia de la T3 en la fisiologia
tiroidea empezé a ser valorada desde las primeras observa-
ciones de Gross y Cols (1952), y de Lerman (1953) sobre el
hecho de que la potencia bioldogica de la T3 es varias veces
mayor que la de la T4; asi, a pesar de su menor concentra--
cién plasmdatica (unas 30 veces memor) la T3 podria contri--
buir de una forma insospechada a la accidon calorigénica to-
tal atribuida a ambas hormonas.

Por otro lado estd el hecho de la mayor velocidad
de recambio de la T3, siendo su vida media varias veces me-
nor que la de la T4. Esto hace que el volumen total de dis-
tribucién de aquella sea mayor que el de ésta, y que la can

s b A st



173

tidad de hormona que se degrada d-iariamente no sea mucho -
menor que la de T4*, por 1o que awmenta la posibilidad de
que una gran parte de los efectos metabdélicos producidos
por las hormonas tiroideas sean debidos exclusivamente a
la accion de la T3,

Por otro lado, estda el lhecho de 1a transforma--
cion de T4 a T3, que fué ya postulado desde el mismo momen
to del descubrimiento de Ta T, (Giross y Pitt-Rivers, 1952
b) y que, hasta muy recientemente no ha posido ser demostra
do sin lugar a dudas, como hemos 'visto en apartados anterio
res de la presente tesis y que coinstituye una de las apor--
taciones mas importantes de estos (ltimos afios por su enor-
me valor tedrico en el campo de lia fisiologia tiroidea.

Asi pues, un gran nlmer.o de observaciones han -
contribuido a aumentar progresivaimente la importancia de
la actividad de la T3 €n detrimento de 1la T4, existiendo
incluso una sospecha general de que esta Gltima hormona no
serfa activa por si misma, siendo condicidén sine qua non
su previa transformacién a T3, para que presente actividad
bioldgica; en este sentido habria que afadir 1la T4 a la 1lis
ta de las 1lamadas "prohormonas".

Son,‘sin embargo, grandes las dificultades que

(*) Asi se calcula que, en humano's se degradan aproximada-
mente 80 nug de T, y unas 60 ug de T, al dfa (Sterling,
1970).
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se plantean a la hora de verificar estta hipotesis, como -
veremos a lo largo de los padrrafos siwguientes.

Hasta ahora, la mayoria de los datos experimenta
les aportados en relacidn con esta hiipotesis son indirectos,
en el sentido de que los resultados son compatibles con la
misma, pero no permiten su formulaci@dn definitiva ni tampo-
co su refutacidén; el modelo experimemntal necesario deberfia
ser aquél en el que se pudiese estudiiar desiodacidn de T4
a T3 y actividad fisioldgica en el mismo tejido.

Desde hace tiempo se sabe que algunos antitiroi-
deos no solo actuan a nivel de sintwesis de hormonas tiroi-
deas sino que, ademas, interfieren con la desiodacidn pe--
riférica de la T4, al mismo tiempo que inhiben su actividad
fisioldgica; asi Anddik y Cols (19419) encontraron que la -
T4 tenfa un efecto calorigénico memor en ratas tiroidecto--
mizadas, si éstas recibian al mismwo tiempo metiltiouracilo.
Van Middlesworth y Cols (1959) enwcontraron que el 6-propil-
2-tiouracilo (PTU) podia deprimir la accién de la Ty a un -
nivel pituitario, puesto que la dosis de ésta, necesaria pa
ra impedir el bocio producido por el PTU era apreciablemen-
te mayor que la necesaria para mamtener normal el PBI; Ja-
gielo y McKenzie (1960) demostrarwon que la presencia del -
bocio alin con PBI normal era debido a una actividad de TSH
elevada en plasma.

Paralelamente a esta imterferencia con la activi-
dad bioldgica de la T4, el PTU y otros antitiroideos inter-
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ferian con el metabolismo de 1la misma: as{, Escobar del -
Rey y Morreale de Escobar (1961; 1962); demostraron en ra
tas equilibradas isotdpicamente que la administracidn de
PTU, TU o MTU deprimia la desiodacion periférica de la TA,
de tal manera que se eliminaba menos ioduro por la orina,.
mientras que habfa un incremento en la eliminacion fecal

de Ty, manteniéndose normales los niveles de PBI en plasma
y la cantidad total de iodo en los Organos de los animales.

La inhibicion que el PTU ejercia sobre la acti-
vidad biolégica de la T4 era cons tantemente presente fuese
cual fuese el pardametro estudiado: asi, se ha encontrado
una disminucién de la calorigénes is (Andik y cols, 1949),
del consumo de 02 por el higado ( Ruegamer y cols, 1964) -
del aumento en la actividad de la: glicerofosfato deshidro-
genasa hepdtica, inducido por 1la Ty (Lee y cols, 1959), so
bre el ritmo cardiaco (Morreale dle Escobar y Escobar del -
Rey, 1962), etc.

Se desprende de estas acciones inhibitorias de
los tiouracilos sobre el metabolismo y la actividad fisio-
16gica de la T4 que el estudio de:1 mecanismo de accion de
estas drogas puede arrojar alguna luz sobre la importante
cuestion de por qué la desiodacidin de 1a T, guarda una re-
lacidon tan estrecha con su activi'dad fisiolégica; evidente
mente, podria ocurrir que el PTU inhibiese al mismo tiempo
la desiodacion y la actividad bimldgica de la T4 sin que --
ambos tuviesen una relacidon causai-efecto, 10 que ocurriria,si,
por ejemplo, el PTU impidiese la 1legada de 1a hormona a los
receptores intracelulares.
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Por otro lado, suponiemdo una relacién causal en
tre desiodacidn y actividad bioldgica, se puede ver la des
jodacidon como un prerequisito para la accién hormonal, co-
mo fue propuesto por Mc Lagan y cols (1952); la monodesio-
dacién de la T, daria lugar a'T3, molécula mas activa, mien
tras que la desiodacién de esta Giltima darfa lugar a su inac
tivacion.

Asi1 pues, de acuerdo con esta teoria, deberia -
existir una relacién entre la camtidad de T, que se trans
forma en T3 y su actividad bioldgiica, disminuyendo ésta al
inhibirse aquélla y el PTU actuaria impidiendo la transfor
macién de T4 a T3, no necesariamernte de forma especifica,

sino como caso particular de la reaccién de desiodacidn.

Habiendo demostrado sim lugar a dudas en los apar
tados precedentes que, efectivamennte, 1la T4 se transforma
en T3 en los tejidos periféricos, quisimos estudiar el me-
canismo de accion del PTU para ver si se podfa achacar la
interferencia que esta droga posee sobre la actividad bio
16gica de 1la T4, a una inhibiciom de la transformacidon de
T4 en T3, para lo que necesitabamos un sistema experimen-
tal que nos permitiese estudiar en el mismo tejido desioda
cion y actividad hormonal de la F4: este punto es especial
mente importante, puesto que, en todos los estudios de co-
rrelacidén entre desiodacidon y actividad hormonal, se estu-
diaba la desiodacion global en ell organismo y, en el mejor
de los casos, la accidon de la T4 a2 nivel de un tejido de-
terminado, 1o cual no excluia la posibilidad de que las -
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acciones sobre desiodacidén y sobre la actividad hormonal, -
ocurriesen en puntos distantes entre si. Por otro lado ne
cesitdbamos un tejido en el que las acciones de 1la T4 fue-
sen los suficientemente especificas.

Es por esta serie de razones por 1o que hemos -
utilizado un modelo experimental basado en el mecanismo de
regulacion de la secreccidn tiroidea cuya base anatomofun-
cional es el eje hipotdlamo-hipofisis-tiroides. Sabemos -
que la secreccidon de TSH por la hip6fisis depende del esti
mulo de una hormona elaborada por el hipotalamo, el TRH que,
a través de los vasos porta del tallo hipofisario, alcanze -
la adenohip6fisis estimulando 1a secreccidon de TSH; por cotro
lado, las hormonas tiroideas ejercen a este nivel un efecto
inhibidor; ademas, el TRH, aislado, o sintetizado en el la-
boratorio, es capaz de provocar la descarga de TSH cuando -
se administra a animales experimentales y al hombre (Scha-
11y y cols, 1968). Pues bien, en el experimento descrito
en la III parte se trataba de estudiar cual era el efecto -
del PTU sobre la inhibicion ejercida por la T, en la secrec
cidon de TSH.

Como hemos visto, la administracion de TRH produ
ce una descarga de TSH que es mds intensa a los 5 minutos,
alcanzando niveles mds elevados en las ratas tratadas con
PTU que en las controles, aln a pesar de que no habia dife-
rencias en 1os niveles de PBI plasmatico; podria pensarse
que, posiblemente el PTU alterase la ligazén de la T4 a las
proteinas plasmaticas transportadoras, en el sentido de que,
mediante un aumento en ia afinidad por las mismas, produje-
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se una disminucidn de la fraccidon de T4 libre que, como se
sabe, representa la fraccidon hormonal "activa" del plasma
(vease Introduccidn), lo que ocasionariq una disminucidn

del freno hipofisario, con una mayor secreccién de TSH; sin
embargo, no parece ser este el caso por varias razones: por
un lado, una disminucion de la T4 se reflejaria en una dis-
minucion de la cantidad de la misma que alcanza los tejidos
y hemos visto como se mantiene la concentracidn de iodo to
tal en hipéfisis y en carcass; por :otro lado, no se ha demos
trado que el PTU aumente la afinidad de 1la T4 por las protei
nas transportadoras (Morreale y Escwobar, 1964).

La distribucion de iodoaminodcidos en carcass y

en hip6fisis no reveld cambios cual itativos, presentandose -
los mismos compuestos en las ratas ‘tratadas con PTU que en -
las controles; ahora bien, tanto en carcass como en hipdfi-
sis (figs 20 y 21 ) habia disminuciones estadisticamente -
significativas de los porcentajes de radiactividad en forma
de T3 y de ioduro; al mismo tiempo, 1la T4 tiende a aumentar,
siendo claramente mayor el porcentaje de radiactividad como
T, en el carcass de los animales tratados con PTU. Estos re
sultados sugieren una inhibicién de Ta desiodacidn de 1la T4
a T3 con el resultado previsto de disminucidn de T3 y ioduro
e incremento de T4; asi pues, a pesar de que la concentracion
de T4 en las hipéfisis de las ratas tratadas con PTU tiende
a ser mayor que en las de las ratas controles, en cambio el
freno ejercido por ésta sobre la secrecién de TSH es menor.

Asi pues, vemos claramente que no existe ninguna -
relacidon entre accidon hormonal de la T4 Yy su concentracion -
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en el tejido; parece ser qﬁe la causa directa de la inhibi-
cidn de la hip6fisis lo seria las concentraciones de T4, pues
to que hemos visto, cémo en las hip6fisis de las ratas trata
das con PTU existe una disminucién significativa de los por--
centajes de radiactividad en forma de‘T3, al mismo tiempo --
que, al igual que ocurre en el carcass, existe una disminu--
cién de los cocientes IEYAVE

Este resultado confirma y amplia el obtenido pre--
viamente por Balfour ( 1968 ) que observd cémo el porcenta-
je de T3 en hipofisis disminuia tras el tratamiento con PTU,
al mismo tiempoc que se incrementaba la secreccidn de TSH; -
estos datos se obtuvieron mediante una Gnica inyeccién de T4,
por 1o que los datos de porcentajes de iodoaminodcidos en -
las hip6fisis no reflejaban la concentracidén de las hormonas
no marcadas.

Todo esto supone un apoyo experimental de 1a hipé
fisis de que 1la T3 es la Gnica hormona activa, pero no es -
una demostracién de la misma porque existe la posibilidad -
de que la reaccidn de desiodacidon esté involucrada en la --
accion hormonal de la T4, sin serlo necesariamente a través
de la formaciodn de T3, siendo ésta una simple consecuencia
de este proceso; para resolver este problema habia que dis--
poner de datos cuantitativos precisos para poder relacionar
la respuesta de Ta secreccidn de TSH por la hipofisis con -
cantidades de T3 y T4 que se estén metabolizando en 1a misma;
ademds es necesario un mejor conocimiento del mecanismo de -
inhibicion de las hormonas tiroideas de la secreccidn de TSH;
por otro lado para resolver definitivamente el problema que -
hemos planteado en esta parte de la discusién, es preciso --
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primero, rellenar las lagunas que tenemos en el conocimien

to de la distribucidn y metabolismo de las hormonas tiroi-

deas a un nivel subcelular e identificar los receptores hor
monales especificos en las que se fijarfan previa y necesa-
riamente para realizar la accién hormonal.
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E1 objetivo fundamental de los experimentos de 1la
presente tesis ha sido demostrar definitivamente la transfor
macion de tiroxina (T4) a trii%dotironina en los tejidos ex
tratiroideos de rata; a pesar de que esta hipbétesis se plan
ted ya desde el mismo momen o en que se descubrid la T3 por
Gross y Pitt-Rivers, en 1952, los resultados obtenidos has-
ta el momento en que se comenzaron nuestros experimentos, -
dieron resultados contradictorios, 10 que supone 20 afios de
esfuerzos estériles en este campo.

Como hemos indicado en la Introduccidon, la difi-
cultad que se planteaba era de indole técnica, motivada prin
cipalmente por la inexistencia de un sistema cromatografico
que permitiese una separacidon suficiente de las manchas de -
T4 y T3 en los cromatogramas. E1l sistema empleado por noso-
tros nos permitia una separacién entre ambas manchas siempre
superior a 8 cm, alcanzédndose a veces distancias de 13 cm,
por 1o que la posibilidad de que la mancha de T4 contamina-
se la de T3 era practicamente nula.

La posibilidad de desiodacidn artificial de Ty @
T3 qued6é descartada por el hecho de no encontrarse T3 en 1os
cromatogramas de extractos de plasma de ratas tiroidectomi-
zadas a las que se habia inyectado T4 marcada. E1 problema
de si Tla T3 encontrada en los tejidos procedia de impurezas
de la dosis de T, administrada, lo hemos eliminado conocien
do exactamente el porcentaje de T3 en la dosis y calculando
la cantidad de ésta que se acumularia en el organismo de las
ratas a 1o largo de todo el experimento. De esta forma, he--
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mos visto que de toda la T3 encontrada en el organismo de
los animales, menos del 5 % representa acumulacién de impu-
rezas de la dosis, mientras que mas del 95 % deriva de la
T4. Asi pues, podemos afirmar sin lugar a dudas, que la ti-
roxina se transforma en triiodotironina en los tejidos ex-
tratiroideos, mediante pérdida selectiva del dtomo de iodo
en posicidon 5'. |

En los drganos de ratas intactas equilibradas iso
tépicamente con I'25, hemos encontrado fundamentalmente, T,,
T3y I, en proporciones variables segin el érgano; el méto
do de equilibrio isotépico nos ha permitido medir concentra
ciones de compuestos iodados en los tejidos extratiroideos,
en cantidades que escapaban a la deteccidn por métodos qui
micos directos; las cifras obtenidas, coinciden estrecha--
mente con resultados previos de la literatura (Heninger y
cols, 1963).

Ademds de la fraccidon hormonal propiamente dicha,
soluble en etanol, existe en los tejidos otra fraccidn inso
luble, que hemos 1lamado NEI, cuyo valor representa aproxi-
madamente el 10 % del iodo total del tejido.

E1 NEI se formaria como resultado del metabolismo
tisular de las hormonas tiroideas, puesto que esta también
presente en ratas tiroidectomizadas, mantenidas con T4 mar-
cada, 1o que descarta que proceda directamente del tiroides.
E1 NEI es especialmente abundante en el cerebro de ratas in
tactas y en las hipofisis de las ratas tiroidectomizadas, -
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con valores del 50 y 30 %, respectivamente, del iodo total
del tejido. Seria un compuesto de naturaleza proteica, ya
que es digeriblé por pronasa, y representaria un producto
de degradacidn de la T4, similar al descrito por Wynn y Gibbs
(1962 ) en microsomas hepdticos in vitro; tras la hidréli--
sis de este compuesto, hemos encontrado un 4 % de T4, que -
estaria ligada al mismo por enlaces covalentes, no disocia-
bles por solventes orgdnicos, estando el resto de la radiac
tividad en forma de DIT y MIT, procedentes del anillo alfa
de la T4, 1o que hace suponer que, en el seno de estas pro-
teinas, la T4 sufre la rotura del enlace éter, liberandose
el anillo beta (hidroquindnico) y quedando DIT y MIT, pro-
cedentes del anillo alfa ligadas a las proteinas, junto con
T4 atin sin degradar. E1 NEI hipofisario parece ser mds abun
dante en neurohipdfisis, puesto que, en adenohip6fisis sola,
existe aproximadamente seis veces menos NEI que en hipofi--
sis total; por el momento no podemos dar una interpretacidn
fisioldgica a este hecho.

Dado que mas del 90 % de la radiactividad del NEI
estd en forma de DIT y MIT, se explica por qué en el cere--
bro de ratas tiroidectomizadas mantenidas con T4. el NEI es
indetectable, en contraste con lo que sucedia en el caso de
las ratas intactas; efectivamente, estando, en el primer ca
so, la Ty marcada en posiciones 3', 5', es decir en el ani-
110 externo, los productos de degradacidn del anillo interno
DIT y MIT, no serian radiactivos y, por tanto, serian inde--
tectables.
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Otro producto procedente del metabolismo de la
T4 es el acido tetraiodotiroacético, o TETRAC, que hemos
identificado en higado, rifidn, pulmén y plasma de ratas ti
roidectomizadas equilibradas con T4 marcada; la identidad
de este compuesto se asequrd estudiando su movilidad en un
sistema cromatogrdfico bidimensional, después de ser aisla
do del plasma; este hallazgo sugiere que la deaminacidn y
decarboxilacidn de 1la T4 puede ser una via importante de su
metabolismo extratiroideo, estando en relacidn con las can
tidades que de dicha hormona 1legan a los tejidos; ésta se
ria la explicacion del hecho de no haber encontrado TETRAC
en los tejidos de los animales intactos equilibrados con -
joduro pues, en este caso, no existen bruscas oscilaciones
de las concentraciones de T4 en los tejidos, como ocurre =
cuando se administra esta hormona, cada 24 horas, a anima-
les tiroidectomizados.

A pesar de los altos porcentajes de TETRAC encon
trados en pulmén, hemos presentado evidencias que hacen su
poner que su primitivo lugar de sintesis serfan el hfigado
y rifién, de donde pasarian al plasma y, de aqui, al resto
de los tejidos incluido el pulmén; esto Gltimo estd de -~
acuerdo con la descripcion en 1957 por Tomita y cols, de
una enzima en la fraccion microsomal de células de rinb6n -
que seria capaz de transformar la T4 en TETRAC.

La exposicidon a 4° C durante 2 semanas en anima-
les intactos, produce una estabilizacidn del peso corporal,
un aumento. de la radiactividad eliminada por orina y heces,
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al mismo tiempo que un aumento de la materia fecal. El1 in
cremento de la eliminacién de ioduro por la orina se deberfa
fundamentalmente a un aumento de la cantidad de ioduro inge
rido, por aumento de la ingesta durante la exposicidon al --
frio; sin embargo, es posible que exista ademds un incremen
to de la desiodacién periférica de 1la T4, puesto que, en -~
ratas tiroidectomizadas, mantenidas con T,, existe un aumen
to de la radiactividad urinaria durante los primeros 5 dias
de exposicidon al frio. E1 incremento del peso de las heces
seria debido a un aumento de la ingesta y, al ser mayor el
volumen de heces, disminuirfa la cantidad de T4 que se reab
sorbe a través de la pared intestinal, perdiéndose por via
fecal. '

La pérdida de T4 por las heces y el incremento de
su desiodacion periférica, pueden ser la causa directa de
la disminucidén del PBI que se observa tanto en ratas intac-
tas como en tiroidectomizadas; sin embargo, seria de espe-
rar que, en el caso de las ratas intactas, tal disminucidn
del PBI plasmatico produjese un incremento de la secrecifn
de TSH hipofisaria que tenderia a mantener normales los --
niveles de PBI, a través de una estimulacidon tiroidea; aho-
ra bien, hemos visto que los pesos de los tiroides de las -
ratas expuestas al frio, no son compatibles con una estimu-
lacién prolongada por TSH; por otro lado, se ha demostrado
(Bakke y Lawrence, 1971) que en la exposicién al frio duran
te dos semanas, 10s niveles plasmdticos de TSH son normales.
Asi pues, es de suponer que exista alglin factor que, al mis
mo tiempo que disminuyen los niveles de PBI, eleve la frac-
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cion de T4 libre; estos factores serian, por un lado, una
disminucidén de la sintesis de TBPA y un incremento de la con
centracidon de acidos grasos libres en plasma, procedentes --
de una estimulacidon de 1a lipolisis, con el resultado final
de una disminucion de los lugares de fijacidon de la T4 a las
proteinas transportadoras.

A las dos semanas de exposicion al frio, existe
una disminucién de la concentracidén y cantidad de iodo to-
tal en el organismo de las ratas; la diferencia con los ani
males controles es mds pronunciada en aquellos tejidos con
un mayor contenido en iodo, como higado, intestino y siste-
ma mdsculoesquelético; es posible que, al estar incrementa-
das las pérdidas de iodo total se mantengan las concentra-
ciones del mismo en 6rganos como rifion, pulmén, corazén y
cerebro, a costa del iodo existente en higado y carcass, -
cue de esta forma actuarian como auténticos reservorios --
hormonales.

Existe también un incremento de los cocientes --
T3/T4 en higado y rifibn de ratas intactas y en rifién y pul
mén de ratas tiroidectomizadas; el aumento de estos cocien
tes se debe, en algunos casos, a un aumento de las concen-
traciones de T3 Y, en otros, a disminucidon de las de T4; el
aumento de las concentraciones de T3 es paralelo a la dis-
minucidn de las de TETRAC que, en algunos casos, como higa
do y rinon, se hacen indetectables; estos hallazgos sugieren
que, en situaciones en las que aumentan las necesidades pe-
riféricas de hormonas tiroideas, podria estar disminuida -
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la degradacidn de T4 a TETRAC y aumentada su transformacidn
en T3, 1o que tendria un gran interés desde el punto de vis
ta teleoldgico, por ser la T3 varias veces mas activa que
Ta T4.

Otro mecanismo que explicaria el incremento de -
los cocientes T3/T4, en los o6rganos de ratas intactas, se-
ria un aumento de la secrecidn de T4 por el tiroides; efec
tivamente, hemos visto que los cocientes T3/T4 en el homo-
genado tiroideo tienden a ser mayores en las ratas expuestas
al frio que en las controles. Dichos cocientes son equivalen
tes a los de la sangre de las venas eferentes, donde el ti-
roides vierte los productos de secrecidén (Haibach, 1971), -
1o que sugiere que, en la exposicidn al frio esté incrementa
da la secrecién de T3; dado que no existen diferencias en --
los cocientes T3/T4 del hidrolizado tiroideo, es de suponer
que el aumentc de la secrecion de T3 provenga de un aumento
de la transformacidn de Ty @ T3 dentro de la célula tiroi--
dea. Otro posible mecanismo seria la formacidn de una tiro-
globulina reciente, pobremente iodada, en la periferia del
foliculo, y con un mayor rendimiento en T3 que la TG mayoeri
taria, normalmente iodada.

La administracion intravenosa de 100 ng de TRH --
sintético en ratas, produce un incremento de l1cs niveles -
plasmdticos de TSH, que alcanza un pico a los 5 minutos de
Ta inyeccidn. E1 pretratamiento de los animales con PTU a
dosis de 1 mg/dia durante dos dias produce un aumento de la
respuesta .hipofisaria. E1 PTU es un antitiroideo que inter-
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fiere con el metabolismo de la tiroxina, comportandose en
nuestro sistema experimental como un inhibidor del freno
fisioldgico que ejerce normalmente la T4 sobre la secrecidn
de TSH, a nivel hipofisario. Hemos estudiado la distribu--
cion de iodoaminodcidos a nivel hipofisario para establecer
a qué nivel interfiere el PTU con el metabolismo de 1a tiro
xina, encontrando que la T4 en hipofisis no varifa e incluso
tiende a aumentar, existiendo una clara disminucion de 1los
porcentajes encontrados como T3, de tal manera que lo0s co-
cientes T /T4 son mads bajos en las ratas tratadas con PTU
que en las controles; esto sugiere la idea de que el PTU -
interfiere con la actividad hormonal de la T4 inhibiendo -
su transformacidn en T3; esto estd apoyado por el hecho de
que el tratamijerto con PTU disminuye las concentraciones de
T3 y ioduro en el organismo total de las ratas, al mismo -
tiempo que aumentan las de T4. Estos datos apoyan fuertemen
te l1a idea de que la tiroxina no seria activa por si misma,
sino a través de su transformacidén previa a T3.

Las dos conclusiones mas importantes que se deri
van de todo lo dicho son las siguientes:

1) La tiroxina (3, 5, 3', 5', tetraiodotironina)
se transforma en la 3, 5, 3' triiodotironina en los tejidos
extratiroideos, mediante pérdida del d4tomo de iodo en posi-
cidon 5'.

2) Los resultados obtenidos son compatibles con
la idea de que dicha transformacidn es necesaria para que



190

la tiroxina presente actividad hwowmonal, aunque no descartan
la posibilidad alternativa de qute sea la misma reaccidn de -
desiodacidon la responsable direc:ti@ de dicha actividad.
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