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INTRODUCCION



La gla/ndulatiroidea esta constitui'da. por 1asumade innumera­

bles foli'culos que constituyen. su unidad funcional. La tiroides tiene im­

portanes funciones en 1a regulacio'n del crecimiento. maduracio'n neuro­

muscular, oxidaciones celularesI etc, que 1a hacen de suma importancia

en el mantenimiento de 1a normal funcionalidad de los seres vivos. Estas

acciones son ejercidas mediante 1a síntesis y liberacion a1 torrente circu­

latorio de sus hormonas. Las hormonas tiroideas son aminoacidos yoda­

dos : 1a tiroxína o tetrayodotironina (T4) y 1a triyodotironina ( T33.

NH2I
a

H0 O- CHz-CH-CGOH
3M|T

NH2
I

H0b» CHZ-CH-COOH
‘ 3,5 on

I I NH
¡ 2

H0G 0 —O— CHz-CH-COOH
' l

3,5,3' T3

I WHZ

H0Ó- 0 CHz-CH-COOH
r

3,5Ï3;5'T¿

HORMONAS TIROIDEAS Y SUS PRECURSORES

. . . . . . . lLas mismas son smtet1zadas enla t1r01des por la 1ncorporac1on

del yoduro a los grupos tirosilos de 1a mole'cula de tiroglobulina.



METABOLISMO DEL YODO

La tiroides posee la capacidad de concentrar en su interior el yodo cir­

culante , mediante un mecanismo activo a nivel de la membrana celularí

caracterizado como bomba de yodo. Es asi.lque 1a tiroides acumula el yo­

duro logrando que en condiciones normales la concentracion intratiroi­

dea sea 20-25 veces la del plasma. Se desconoce aun la naturaleza exac­

ta del sistema de tranSporte activo del yodo, habie'ndose postulado a las

lecitinas de 1a membrana celular como las sustancias transportadoras.

Los iones perclorato y tiocianato son capaces de inhibir la captacio'n ac­

tiva del yoduro por la tiroides, determinando la descarga del yoduro

aún no organificado. El yoduro captado por la tiroides, es organificado

permaneciendo solo una pequéia proporcio’n en forma inorga’nica , 1 a 2 %

del total.

La organificacio’n tiene lugar en los grupos tirosilo de 1a tirOglo­

bulina, dando lugar a la formacio'n de monoyodotirosina(MlT) y diyodotiro'

sina(DIT). Para poder reaccionar , el yoduro debe ser activado median­

te oxidacio’n, proceso en el cual juega un importante papel una peroxida­

sa en presencia de P1202. Se acepta actalmente que las hormonas tiroi­

deas (T3yT4) se forman por el acoplamiento de las yodotirosinas( MIT

y DIT), pero se desconoce aun su mecanismo.

Existen ciertas drogas ti’oderivados capaces de impedir la for­

macioh de hormonas tiroideas. Entre las mas importantes figuran la tio­

urea, el tiouracilo, metiltiouracílo, pr0pi1tiouracilo, y metilmercapto­



imidazol. Por otra parte, variaciones del aporte de yodo a la gla’ndula

determinan cambios en la biosintesis de sus hormonas.

La administracion de dosis progresivas de yodo determina un

aumento concomitante de la cantidad de.yodo organificado presente en

la gla'ndula. Si se continúa aumentando 1a dosis de yodo , se produce

una estabilización en la organificacio'n, seguida a dosis mayores de

un bloqueo de 1a misma conocido como efecto Wolff Chaicoff (1948).

Una vez completada la biosïntesis de las hormonas, la tirog1o­

bulina (Tg) que las contiene es almacenada en la luz del folículo cons­

tituyendo la sustancia coloide. La secrecio’n de las hormonas tiroideas

requiere 1a pinocitosis de la Tg, constituyendo las gotas de coloide in­

tracelular, que posteriormente se fusionan con los lisosomas produ­

cie'ndose la hidrólisis de 1a Tg y 1a liberacio'n de T3y T4 a la circulacio'n.

REGULACION DE LA FUNCION TIROIDEA

La tiroides e hipófisis coexisten en un equilibrio dinámico, mu­

tuamente balanceado. El lóbulo anterior de la hipofisis, mediante la TSH,

estimula la funcio'ntiroidea. Esta gla'ndula, a su vez, a trave's de sus

hermonas T3 yT4 , act tía frenando la sintesis y secrecion de TSH.Va­

le decir que ambas gla’ndulas mcdulan un estado de equilibrio, mediado

por sus hormonas : TSH, T3 y T4.

A un aumento de las yodotironinas circulantes, re5ponde 1a hipó­

n n a n ’ ofi51s con una disminucmn del nivel de TSH , en tanto que cuando se pro­



duce una disminucio'n del nivel de hormonas tiroideas sue'ricas( caren­

cia de yodo, drogas antitiroideas, lesiones de la gla'ndula por inflamación,

radiacion, etc.) 1a hipó'físis re5ponde con un aumento de la secreción

de TSH, tendiente al restablecimiento del equilibrio perdido . A su vez

la actividad hipofisaria, se encuentra bajo control hipotala’mico, a trave's

de la hormona liberadora de TSH. la TRH o TSH releasing hormone

Sin embargo, este no es el tínico sistema de regulacion de la fun­

cio'n tiroidea. Merecen a si mismo mencionarse el yoduro, el sistema neu­

rovegetativo, las hormonas sexuales, los glucocorticoides, etc. Por

otra parte existen evidencias sobre el funcionamiento de un sistema auto­

rregulatorio tiroideo.

AGENTES ESTIMULANTES DE LA TIROIDES

La TSH es una glicoproteina de PM 28000 daltons, en los que

comprende un 15 %de hidratos de carbono. Esta hormona ha demostrado

regular prácticamente cada uno de los pasos metabólicos que ocurren en

la tiroides.

La falta. de TSH determina una disminucio’n de 1a captacio'n. ti­

roidea de yodo y de su organificación, asi como de la secrecio'n de hor­

monas tiroideas. La administración de TSHprocuce los efectos contra­

rios. Tambien la TSHregula los mecanismos biOquimicos relaciona­

dos con la funcio'n celular per se, ( metabolismo de la glucosa, resPiracio'n,

biosintesis de a'cidos nucleicos y proteinas, fosfolipidos, etc ).



La e5pecificidad de la accio'n de la TSH sobre la tiroides se

ala interaccio'nde la hormonaconreceptores ubicadosen 1a

membrana celular ( Lissitzky y col 1973 , Manley y col 1974 , Moore

y'Watíf'l974 ) . Como consecuencia de esta reaccion se activa por

mecanismos. no aclarados aun, la adenilato ciclasa, con formacion de

AMPC‘( Pochet y col. 1974, Boeynaems y col 1974, ). Este compuesto

llamado segundo mensajero de la acció'n hormonal (Sutherland), es el

responsable de muchos de los efectos de la TSH sobre la gla'ndula. Esta

funcion se cumple mediante la activacio'n de una familia de enzimas , las

proteina quinasas. Estas enzimas esta’nformadas por 2 subunidades,

una catalitica y otra regulatoria. Mientras ambas estan unidas, la enzima

permanece inactiva. . Al interactuar; el AMPCcon la porcio'n regula­

toria, esta se separa de la subunidad catalïtica, 1a que se actiua y fos­

forila los diferentes sustratos, utilizando para ello el ATP ( Dumont1971,

Spaulding y Burrow 1974, Swillems y col 19'74). Aún no se conocen cuales

son los sustratos naturales de estas enzimas. Por otra parte la concen­

tración intracelular de AMPc estai regulada por la enzima encargada de

su degradacio’n, la fosfodiesterasa, que lo transforma en 5' AMP. Las

metilxantinas (cafeína, teofilina. teobromina), inhiben esta enzima y

potencian 1a accio'n del AMPc_

El AMPc reproduce tanto los efectos agudos (Bamstomsky y col 1967,



Wilson y col ,1968, Rodesch y col. 1969), asi como los cro'nicos (Pisa­

rev y col. 1970) de 1a TSI-Isobre 1a tiroides.

Pisarev y col (1970)a,demostraron que la. administración cro'nica

de AMPc a ratones tratados con T4,produc1'a un aumento en el conte­

nido total de proteínas y en e1 peso de la tiroides, aunque 1a ima'gen

histolo’gica no era igual a 1a obtenida con TSH. Tambien Rodesch y

col. (1969)encontraron que los efectos estimulatorios del DBC y del

AMPc sobre algunos para'metros. como Oxidacio'nde glucosa y organi­

ficación del yoduro,ha_nsido siempre menores que los correSpondientes

efectos de 1a _TSH.Unaeiqalicacio'n sería que el AMPC no fuera u'nico en

1a mediacion de la accio'n de 1a TSH,y otros nucleótidos fueran necesa­

rios para algunos de los efectos de 1a hormona. Otra explicacion sería

que se necesitaran dosis mayores del nucleo'tidopara obtener los mis­

mos efectos que con TSI-I.La posibilidad que la gunnosina monofosfato

cíclica(GMPc) pudiese estar involucrada enla regulacio'n de 1a biosínte­

sis de proteínas en tiroides, fue sugerida por Pisarev y c01.(1971a),

quienes encontraron en estudios "in vivo" que el GMPCestimulaba la

incorporacio'n de radioleucina a proteínas, así como el contenido total

de las mismas y el peso de 1a tiroides. Similares resultados obtuvieron

Macchia y Varrone(1971) estudiando "in vitro" e1 efecto estimulatorio de

DBAMPc y de DBGMPc, sobre la síntesis de proteinas, y DeNayer(1973)

en un sistema acelular de tiroides. La enzima guanilato ciclasa, catali­



zadora de la formacion de GMPc,ha sido demostrada en tiroides de

rata(Barmasch y col,l973). El GMPc tambien activa las proteina-qui­

nasas preparadas de varios tejidos. incluyendo tiroides(Kuo y c01,l969)

1970a),aunque no esta aclarado si estas enzimas son diferentes de las

sensibles al AMPc.La existencia de proteína-quinasas en tiroides de­

pendientes de GMPc, sugeriria un medio paralelo por el cual otra sus­

tancia que la TSHpodría regular la funcio'ntirloidea.Aparte de esta

escasa información poco se conoce aCerca del rol del GMPc en este

tejido. Van Sande y col(l975a) demostraron que en la tiroides , el AMPc

++ por el otro,pueden tener efectos si­por un lado y el GMPc y/o Ca

milares y Opuestos, lo que concuerda con los efectos encontrados sobre

síntesis de proteinas por Pisarev y col. (19'71a). Mas recientemente se

ha demostrado en tiroides, confirmando observaciones similares en

otros tejidos, que el GMPc es capaz de estimular la hidrólisis del

AMPc, actuando sobre la FDE corre5pondiente(Dumont y col,l977).

Esto ha llevado a postular que en determinadas circunstancias(exce­

sivo aumento del AMPC),el GMPc puede actuar como antagonista del

AMPc. Por otra parte si bien ambos nucleótidos tienen acciones para­

lelas, su regulacio’n es diferente. La TSH regularïa solo el AMPC,en

tanto que el sistema coline’rgico tendría a su cargo el nivel de GMPc

(Yamashita y Field,l972). Estos autores y Van Sande y col(l975a) de­

mostraron que ciertos agentes, como la carbamilcolina, el FNa, el ClK



y el Ca++ en presencia del ionoforo A23187,aumentan 1a acumulacio'n

de GMPc y activan la oxidacio'n de 1a glucosa y la unio'n del yoduro a

proteínas. Estos agentes disminuyen la acumulacio'n de AMPc y la se­

crecio’n hormonal en cortes de tiroides estimulados por TSI-I.

El hecho de que el Ca++ en presencia de ionoforo A23187,au­

menta 1a acumulacio'n de GMPc, y que los agentes que tambien aumentan

los niveles de GMPc, como la carbamilcolina y el FNa, no tienen efecto

en cortes de tiroides dificientes en Ca++, darían validez a la hipótesis

de Schultz y col. (19'73)de que los niveles intracelulares de Cal++podrían

regular la acumulación de GMPC,el cual produce varios efectos meta­

bo'lícos. Sin embargo debería señalarse que no hay aun argumentos que

liguen los niveles de GMPc aumentados con los otros efectos.

PROSTAGLANDINAS

Aunque el tejido tiroideo es una rica fuente de prostaglandinas,

se desconoce aun el significado de este hecho. El precursor de 1a sín­

tesis de las PGs es el acido araquido’nico,que puede Originarse ya sea

de fosfatidilinositol o de triglicéridos. La liberacío'n del araquidonato

ocurriría a expensas de dos reservorios diferentes de precursores,los

fosfolípidos, particular mente fosfatidilinositol, y los triglice'ridos, por

dos mecanismos diferentes e independientes. De los fosfoli’pidos(fosfati­

dilinositol), el araquidonato es liberado por accio'n de una fosfolipasa A2

estimulada por TSH a través de un proceso en el cual el AMPCno estaría

involucrado. De los triglice'ridos, el araquidonato es liberado por una



lipasa AMPc dependiente. Seria posible entonces distinguir dos "pools"

de PGs. Uno que seria pre-AMPC y que no necesitaria de 1a presencia

de este nucledtido, y otro que seria post-AMPC y que sería una conse­

cuencia de la activacio'n dela adenilato ciclasa (Haye y col. 1974 )- Por ..

otro lado el AMPc o el DBAMPcpodrían incrementar la actividad de

1aprostaglandina sintetasa.

Las PGs reproducen algunos de los efectos de 1a TSH sobre la

tiroides, incluyendo 1a activacio'n del sistema adenilato ciclasa-AMPc

(Field y col, 1971;Kanekoy col,1969). La activacion de la adenilato

ciclasa por P_Gsha sido observada en homogenados de tiroides de perro

por Ahn y Rosenberg(l970) y Field y col(197l), y en mitocondrias de ti­

roides ovina por Burke(1970b).Este Liltimo autor observo' que agregando

INElal sistema estimulado por TSH o PGEI, (Burke,1970a) , se inhibïa 1a

activacion de la adenilato ciclasa. Tambien Van Sande y Dumont (1973) en­

contraron que la PGEI aumentaba el contenido de AMPCbasal y estimulado

por TSH. Burke (1970 a) observo, que la PGEI. así como la TSH y el DBC
, 14 _ 14 .

aumentaban 1a produccion de C02 a partir de glucosa-l- C, Siendo este

efecto abolido por el agregado de INa.

Kuehl y col (1970.1971) , prOpusieron la hipótesis segu'n 1a cual las

PGs representan un paso intermedio enla estimulacion hormonal de la

adenílato ciclasa: Hormona -——)PG5 ————) AMPc

Sato y col. (1972)sostienen esta teoria en base ala inhibicío'n producida

en el efecto estimulatorio de TSH ,PGEl y PGÉZ sobre 1a formacio'n



de AMPc, por los acidos 7- oxa- 13- prostinOíC0(PY1) Y 7'0xa_' 15 hÏdTOXÍ'

l3-prostinoico (PYZ)'análogos estructurales de la PGE . Si el esquema pro­

puesto por Sato y col (1972)fuera cierto, entonces la inhibicion de la sínte­

sis de PGE y PGF por indometacina, un inhibidor de la prostaglandina sin­

tetas a, aboliria la respuesta del tejido tiroideo a la TSH.

Burke(l972 ) encontrol que la indometacina y la aSpirina inhibian

el aumento de las PGs inducido por TSH.}.Contrariamente a estos re­

sultados en el laboratorio de Wolff y Moore ( 1973 ), se encontro; que

la indometacina no afectaba la estimulacio'n por TSH de la Oxidacio'n

de glucosa-l-F4C,la secrecion hormonal y la actividad de la adenilato

ciclasa, concluyendo que la síntesis de PGs no constituye un paso obli­

gatorio en la reSpuesta del tejido tiroideo a la TSH.Este punto de vista

esta' fortalecido por el hecho qñe membranas plas ma'ticas purificadas

reSponden perfectamente a la estimulacio'n por TSI-I,aunque la síntesis

de PGE requiere la participacio'n de componentes microsomales:(Burke,

1972).Tambien Mashiter y col(l974) demostraron que la aSpirina y la

indometacina no inhibïan el efecto ¡estimulatorio de la TSH sobre la

formacio'n de AMPc, o la oxidacio'n de glucosa, concluyendo que las PGs

no serían intermediarias esenciales: en los efectos de la TSH.Es de

eSperar que futuros estudios aclaren este aSpecto de la funcion tiroidea.

AGENTES 'NEUROTRANSMISORES Y FNa

Varios autores han observado que el FNa estimula la adenilato



Ciclasa en tiroides(Pastan y col,1968),asi como en otros tejidos, y en

preparaciones acelulares(Pastan y col,1968;Sutherland y col, 1962,1968;

Zor y col , 1969 b) . El mecanismo de 1a activacion de 1a adenilato ci­

cIasa por FNa no se conoce aún cou certeza,pero, aparentemente este

compuesto no tiene efecto sobre el nivel de AMPc en cortes de tiroides

(Sutherlanïd.y'col,l968;Kaneko y col, 1969).Por otra. parte el FNa aumenta

rápidamente la concentracion de GMPcen cortes de tiroides(Yamashita

y Field,1972). Sin embargo, este efecto del FNa sobre 1a concentracidn

de GMPc parece ser inconstante. White y Aurbach(1969) observaron que

los efectos del fluoruro varían de un tejido a otro.

E1 FNa reproduce algunos efectos de la TSH,tales como 1a estimu­

lacio'n de la oxidacio'n de glucosa y la organificacio'n del yodo.

Hay evidencias acumuladas de que el estímulo del sistema Símpal­

tico influye en la actividad de la tiroides,por efectos dentro de 1a gla'ndula.

Los impulsos nerviosos son transmitidos por mediadores quimi­

cos liberados en las terminaciones nerviosas. La norepinefrina o noradre­

nalina es liberada por el sistema simpático, mientras que 1a acetilcolína

es el mediador qui/micodel sistema parasimpático. Existen un número

de drogas cuyas acciones mimetizan los efectos estimulatorios de partes

del sistema nervioso auto'nomo, mientras que otras drogas bloquean estos

mismos efectos. En ratones cuya secreción de TSHha sido eliminada, la

administración de noradrenalína induce 1a secrecio'n de hormonas tiroideas.

(Melander 1971, Melander y col, 1972.1975).



Tanto la TSHcomo las catecolaminas estimulan la adenilato cicla­

sa tiroidea, y este efecto es reproducido por el DBC.El efecto estimulato­

tio de las catecolamínas sobre la tiroides es anulado por drogas que blo­

quean los receptores adrene'rgicos(Maayan,1968, Maayan e Ingbar, 1970,

Melander y col, 1975).Por otra parte, el polifloretinfosfato, una droga que

es antagonista de las PGS , innibe el efecto estimulatorio de TSH sobre

1a secrecio'n hormonal, no así el de la noradrenalina,(Me1ander y col. 1973).

Ciertas acciones de 1a TSH son inhibidas por b10queantes de tipo

alfa adrene‘rgico, en tanto que otras lo son por b10queantes de tipo beta.

Varios efectores alfa-adrenérgicos han sido descriptos como positivos

en algunas esPecies y negativos en otras(Me1ander y c01,1974;Marsha11,

1976;Maayany col,1977).Hay evidencias que los efectos hormonales so­

bre lipólisis en tejido adiposo esta'n mediados a trave's de 1a estimula­

cion de 1a adenilato ciclasa y 1a generacio'n de AMPc. Ya que muchos de

estos efectos son inhibidos por b10queantes alfa y beta adrene’rgicos

(Butcher y Sutherland 1967, Fain y col 1966), se sugirió que 1a adenil

ciclasa del tejido adiposo podría estar ligada a un receptor adrene'rgi­

co (Turtle y Knipnis, 1967).

Levey y col (1969)observaron que el D-L-pr0pranolol(beta-blo­

queante) y 1a fentolamina(alfa b10queante) inhiben 1a activación por TSH

de 1a adenilato ciclasa canina y bovina en homogenados de tiroides, pero



el hecho de que el D-prOpranolol,que tiene 1/16 de la actividad beta

adrenergica bloqueante de la forma racémica, b10quea a la adenilato

cíclasa, sugiere un mecanismo diferente del que implique alfa y beta

receptores. Tambien, en este caso,1as concentraciones requeridas son

100veces mayores que aquellas que producen bloqueos de tipo alfa o

beta adrenérgicos(Blinks,1967). Todos estos reSultados contradictorios

no han permitido una conclusión acerca del tipo de receptor involucra­

do en la accio'n de TSH.

La acetilcolina, el mediador químico del sistema parasimpático,

aumenta los niveles de Ca++ en la tiroides de perro, aumentando los

niveles de GMPc,la iodinacio'n de proteínas y disminuyendo la acumula­

cio'n de AMPc(Van Sande y col.1975a). La acetilcolina tambien estimula

32? ala oxidacio'n de glucosa(Pastan y col,l961) y la. incorporacio'n de

fosfolípidos en cortes de tiroides. Pero dado que la información sobre

el rol del GMPc sobre estos para'metros aún no esta aclarado, no se sabe

con certeza si los efectos de la acetilcolina sobre los mismos pueden

ser atribuidos a la acción del GMPc.Estos resultados no aclaran el me­

canismo por el cual la acetilcolina y el FNa ejercen sus efectos,pero

indican que el control de AMPc y de GMPCen tiroides es diferente.

AGENTES INHIBIDORES

EFECTO DEL EXCESO DE YODO

Se ha observado en pacientes tratados con solucion de Lugol una

. . . I . n 1 ldisminuc1oï1 del tamano del boc1o,así como una meJoria de los smtomas
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del hipertiroidismo. Estudios experimentales han demostrado que el IK

disminuye marcadamente la resPuesta estimulatoria de la TSH,AMPc

y GMPc sobre el crecimiento tiroideo, el contenido de proteínas y 1a

incorporacio'n de radioleucina a proteínas( Pisarev e Itoiz,1972). Én

for ma similar, Sherwín y Tong(l975)demostraron, en un sistema de ce,­

lulas aisladas, que el exceso de yoduro disminuye la estimulacion produ­

cida. por la TSI-Isobre la incorporacion de radioyodo a proteinas, con

efecto supresivo sobre la bomba de yodo(Sherwin y Tong,l974). Traba­

jos "in vitro” han demostrado que esta accion se ejerce directamente

sobre la tiroides, afectando la sintesis de 1a tiroglobulina y de otras

proteínas fiiroideas(Pisarev y Aiello,1976).En este mismo sentido cabe

destacar que en pacientes tratados con aceite yodado se demostró una

disminucioñ del ARN tiroideo(Nicolau y col,1974). Estas acciones del

yoduro, asi como otras sobre diferentes parámetros, son b10queadas

por el perclorato, el propiltiouracilo y el metilmercaptoimidazol(Green,

1970; Burke, l970a,Van Sande y col l975b, Pisarev y Aiello .1976). Asi por

ejemplo, Dumont(l9ól,l965) demostro'un efecto estimulatorio del 1Ksobre

la Oxidacio'nde glucosa-1-14C, sin el agregado de TSI-I.siendo esta acción

completamente inhibida por el MMLA similares resultados llegaron

Green (1970)y Burke(1970a)estudiando el efecto estimulatorio del yoduro

sobre el consumo de oxígeno, oxidacio'n de glucosa y piruvato. Por otra

parte, el yoduro inhibe el aumento de AMPc inducido por TSI-I.Este efecto

ha sido demostrado "in vitro", en homOgenados de tiroides(Burke, 1970a),

F“?



en cortes de tiroides(Van Sande y col,l975b)(Van Sande y col,1973),

en células aisladas(Sherwin y Tong,l975), en lóbulos de tiroides

((Rap0port y col.1976), así como "in vivo" en animales hipofisecto­

mizados(Rap0port,l975). Tanto el MMIcomo el PTU previenen esta

acción inhibitoria del yoduro. Este hallazgo indica que el yoduro no

actua "per se" sino mediante una forma intracelular y organifícada.

Esto concuerda con la demostracio’n de efectos similares a los del

yoduro por las yodotironinas(Pisarev y Aiello, 1976).Takasu y col.

(1974)demostraron en experimentos “in vitro" el efecto inhibitorio

de T3 y T4 sobre la acumulación de AMPc producido por la TSH.Re­

sultados similares obtuvieron Gafni y col(1975)quienes estudiaron el

efecto de la administración "in vivo" de T3 sobre la estimulación por

TSH de la formacio'n de AMPc "in vitro". Un efecto similar de T3 y

T4, "in vivo" e "in vitro", sobre la generación de AMPc ha sido obser­

vada por Yu y col(1976), Los trabajos de Yu y col, 1976, Takasu y col.

197.4, y Gafni y col. 1975, sugieren la existencia de un mecanismo de

retroinhibicio'n, supercorto, "feedback", mediado por las hormonas

tiroideas. Sin embargo ha habido desacuerdo , en cuanto a si el meca­

nismo de retroinhibicio'n, se ejerce en una.etapa anterior o posterior

ala generacio’n de AMPc inducida por TSH.

En el trabajo de Friedman y col. 1976, se presentan evidencias

que la T4 inhibe directamente la actividad de la adenilato ciclasa tiroi­

dea, pero tambie'n bquuea el efecto estimulatorio del DBC.



Van Sande y col. 1975b, observaron que el efecto estimulatorio

de TSE-I,mediado por AMPc, sobre la secrecio’n de yodotironinas, oxi­

dacío'n de glucosa y formacio'n de lactato , era inhibido por yoduro, pero

no por yoduro mas MMI, sugiriendo que un agente intracelular , resultan­

te de la oxidación de yoduro, actúa sobre el sistema generador de AMPc.

Similares acciones, cuando eran provocadas por DBC, no eran inhibidas

por yoduro. Sin embargo Pisarev e Itoiz, 197.2 , demostraron que el IK

es capaz de inhibir la estimulacio'n provocada por TSI-I.AMPc y GMPc

sobre la biosíntesis de proteínas. Similares resultados fueron observa­

dos al estudiar la secrecio'n de hormonas tiroideas "in vivo" por otros

autores ( Yamamoto y col. 1972 , Ochi y De Groot ,1970). Estos resul­

tados sugieren que el yoduro actúa en un paso desta]. a la formacio’n de

AMPC-.Resumiendo,podríamos decir que el principal efecto del exceso

de yoduro sería la anulacio'nde ciertos metabolismos tiroideos, basales

o estimulados por TSH,tales como la producción de AMPc,la activación

de la bomba de yodo , la actividad yodinante ¡(organificacio'n del yodo.)

asi como la síntesis de proteínas. r.Como los efectos del yoduro

son b10queados por drOgas que inhiben los procesm de yodinacion intra­

tiroidea, se ha postulado que el yoduro actuarïa a trave's de un compues­

to organificado. Estos resultados estarían de acuerdo con la hipótesis

de Halmi(1956)de que las acciones autorregulatorias del yoduro estarían

mediadas por algún aSpecto de la actividad yodinante.



Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por otros autores,

y en mestro laboratorio. y con el objeto de profundizar en el conocimien­

to de}.mecanismo de la accio’ndel yoduro sobre 1a inhibición de la sín­

tesis de proteínas tiroideas, es que encaramos el estudio de los efectos

del yoduro sobre la síntesis de ARN.

SINTESISLDE EUCARIOTES

La transcripción del ADNocurre principalmente en el núcleo. Los

diferentes tipos de ARN(ARNt,ARNr y ARNm) son sintetizados como pre­

cursores de alto peso molecular,que son procesados luego para producir

las mole'culas biológicamente activas(Perry,1976). Las hormonas podrían

actuar en los procesos de pretranscripcio‘n, transcripcioln( iniciacio'n,

elongacio'n o terminacion), en la sintesis de precursores de ARN, o bien

podrían actuar a nivel posttranscriptacional, en el procesamiento del ARN.

Otro sitio de acciolnhormonal seria la alteracio'n de la actividad de tem­

plado de la cromatina. Estas acciones serian secundarias a modificaciones

en las proteínas nucleares(Davidson y Britten, 19733E1giny Weintraub,

1975;.Iohnsony col,1974), ya sea por fosforilacio'n, acetilacioñ o metila­

cio'n.Todos estos procesos podrían estar ligados a acciones hormonales.

Las ARNpolimerasas son las enzimas reSponsables de la transcripcio'n

del ADN,siendo probablemente instrumentos de la regulación hormonal

de este proceso. Existen a].menos tres clases de ARNpolimerasas

nucleares . La ARNpolimerasa I,nucleolar, es responsable de 1a sintesis



del precursor de alto peso molecular(45 S) del ARNr, y es resistente

al octapeptido alfa-amanitina. La ARN polimerasa H se encuentra en

el nucleoplasma y esta relaciouada con la sintesis del ARN-hn,precur­

sor del ARN-m. Esta enzima es inhibida por pequeñas dosis de alfa­

amanitina. La ARN polimerasa III también esta' en el nuc1e0plasma y se

relaciona con la sintesis de precursores del ARN-t y del ARN-r de bajo

peso molecular(5 S), siendo inhibida por altas dosis de alfa-amanitina.

Los mecanismos precisos por los cuales las hormonas pueden regular

la transcripcion del ADNnuclear no son aún bien comprendidos. Tanto

1a activacion genetica(derepresi6n) como la inactivaci6n(represion)

podrian ocurrir bajo 1a influencia de hormonas e5pecificas(Nyberg y

Wang,l976).

AC-CION DE LA TSH SOBRE EL METABOLISMO DE LOS RIBONUCLE‘OTI­

DOS Y ACIDOS NUCLEICOS EN TIROIDES

La estimulacion crónica de la tiroides por TSH determina un au­

mento del número de células tiroideas y de 1a masa celular, asi como

del ARN tiroideo, (Matovinovíc y Vickery , 1959). La estimulación aguda por

TSH determina, en algunas horas,un aumento del ARNtisular, (Creek.

1965, Kerkoff y Tata, 1967), sin cambios en el DNA(Fiala y col. 1957 . Tal

efecto podría ser explicado por una estimulación de la síntesis de ARN,

una inhibicio'n de la degradacío'n o por una combinación de ambos meca­

nismos. Lamy y col(l971)demostraron que el ritmo de degradación del ARN

no se altera en presencia de TSH.En cuanto al efecto sobre las etapas



pretranscriptacionales de ARNson numerosos los estudios realizados.

Hall (1962,1963),Hall y Tubmen(l965), encontraron que en cortes de ti­

roides bovina la TSHaumentaba la incorporacion de precursores mar­

cados como formato, glicina y adenina a nucleótidos purínicos de ARN,

y de la. fraccio‘n acido soluble que contiene los nucleótidos precursores.

Estos autores preponian que la estimulación por TSHde la síntesis de

ARN ocurriría a trave's de un aumento de la di5ponibilidad de ribosa

para 1a producción de nucleo’sidosprecursores, siendo la ribosa genera­

da corno un producto del metabolismo aumentado de la glucosa a trave's

del ciclo de las pentosas . Lindsay y col(l969) observaron la estimulación

por TSH de la incorporación de a'cido orótíco a ARN en cortes de tiroides

bovina. Estos autores pr0pon1'anque este efecto se debía a un aumento

del aporte de ribosa-fosfato, en forma similar alo que preponía Ha11(l963)

para 1a sintesis de nucleótidos purínicos. Lindasy y col(l969) concluyeron

que estos hallazgos no indicaban necesariamente un aumento en la sinte­

sis de ARN, sino que podría deberse a un aumento de la radiactividad

eSpecífica de los precursores. También Lamy y col(l971)observaron

que la estimulación por la TSHde la incorporación de 3H-uridina aARN

estaba relacionada con un aumento paralelo de la radiactividad a'cido

soluble, que contiene los nucleótidos precursores de ARN.Kerkoff y Tata

(1969)observaron que la TSH agregada a cortes de tiroides de cerdo, au­
3 _ . .mentaba la incorporacio’n de 2P a ARN. Tambien en cortes de t1r01des



porcina,Adiga y col(1971)observaron que 1a TSHproducía un aumento

de 1a incorporacio'n de 3H-uridina a ARN.Estos efectos eran reprodu­

cidos por DBC y, en menor grado, por AMPc. En forma simil ar, Wilson

y Wright(1970) encontraron que 1a TSH aumentaba la incorporación de

14C-uridína y de 14C-adenina. a ARN.

Adiga y col(1971)encontraron en núcleos aislados de cortes de ti­

roides porcina, que la TSHestimula la actividad transcriptacíonal expre­

sada como actividad de ARN polimerasa Mg++0Mn++dependiente.

Sin embargo , 1a demostracio’n de transcripción aumentada, aunque

es un indicio de una accio'n de 1a TSH sobre este proceso,no nos aclara

1a forma en que 1a hormona actúa. Podría ser aumentando 1a di5ponibili­

dad del templado o estimulando la actividad de las polimerasas. Nuestros

estudios sobre 1a transcripcion en tiroides canina, contribuyen a aclarar

este aSpecto.

ACCION DE OTRAS HORMONAS POLIPEPTIDICAS SOBRE LA SINTESIS

DE ARN

En esta revisio'n solo se hara referencia a los reSultados obtenidos

con hormonas polipeptidicas ya que 1a TSH es una de ellas.

Varios procesos de importancia, en el crecimiento y desarrollo,

estan mediados por hormonas, muchas de las cuales son polipeptídicas

(de crecimiento, prolactina, gonadotrofinas, eritropoyetina. etc). Las res­

puestas del tejido efector pueden dividirse en ra'pidas y lentas. Estas

últimas esta'n relacionadas con la hipertrofia y maduración del tejido.

I . fi .Gran parte de las respuestas rapidas a las hormonas estan mediadas

....u.
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por el AMPc(Robinson y col,l97l), aunque recientemente se ha sugeri­

do que cambios en las relaciOnes entre AMPc y GMPc pueden ser ma's

cruciales a las reSpuestas tempranas que la concentracio’n absoluta del

AMPc intracelular(flliano y col,l973;Goldberg y col,l974). Las reSpues­

tas lentas estan relacionadas con el crecimiento celular, síntesis de

proteínas eSpecificas, como es el caso de las proteinas de la. leche para

la gla'ndula mamaria, o 1a tiroglobulina para la tiroides. Estas reSpuestas

tardías dependen de una estimulacio'n de la síntesis de ARN,lo que no

ocurre con las resPuestas tempranas(Sherwin y Tong,l976). La formación

de células diferenciadas, que es en algunos tejidos,hormono-dependien­

te, está asociada con la sintesis de eSpecies de ARNhibridizables en el

núcleo(Turkington, 1970 ). Este autor demuestra que la insulina y la

prolactina producen un aumento en la velocidad de la marcación isoltcï­

pica del ARNpre-ribosomal y del heterogéneo nuclear. En experimen­

tos realizados con hormona de crecimiento, en ratas hipofisectomiza­

das, Tata(l976) observo’un marcado aumento en la capacidad nuclear de

síntesis de ARN. Esta tiene lugar antes que se llegue a un maÏximoen el

aumento de la actividad de sintesis de proteinas. Por su parte,la hormo­

na gonadotrófica estimula la. sintesis de proteínas y a'cido ribonucleico en

ovario de ratas inmaduras(Fiala y col,1957;Blackburn y col,l965;Ca11an­

tine, y col,l965;Civen y col,l9'66;VanDyke y col,l968). Jungmann y

Scweppe(l972b),demostraron que la inyeccion de gonadotrofína corid­



nica aurnenta la diSponibilidad de templado(cr0matína) de ovario para

1a transcripcio'n. Estos mismos autores han mostrado que 1a síntesis

de proteínas nucleares,ba'sicas y a'cidas, así como sus modificaciones por

fosfarilaci-Sn y acetilacio'n. es estimulada por la gona'lotrofina coriohica.

Se acepta actualmente que 1a fosforilación de algunas proteínas no histol­

nicas de 1a cromatina podría estar vinculada a la regulacio'n de 1a activi­

dad de templado de la misma(A11frey,1971;.J’ungrnanny Schweppe,l972a).

Es un hecho interesante que 1a fosforilacio’n de proteínas sea uno de los

efectos principales de los nucleótidos ci'clicos. Esto plantea un interro­

gante acerca del papel que juegan las alteraciones en las concentracio­

nes intracelulares de AMPc y GMPCen la sintesis de ARN y proteínas,

Jungmann y col, (1974)purificaron parcialmente y caracterizaron

una proteín-quinasa dependiente de AMPc, en el citosol de ovario bovino.

Esta preparacio'n activaba vposiblemente fosforilaba las ARNpolimera­

sas Iy II de núcleos de ovario. Estos resultados sugieren que el AMPc

y las protein-quinasas juegan un importante papel en el control hormonal

de la sintesis de ARN nuclear, a trave's de 1a regulacion, y tal vez de 1a

fosforilacio'n, de las ARNpolimerasas.

La estimulacion hormonal de 1a actividad de las ARNpolimerasas

nucleares ha sido descripta en varios tejidos eucarióticos(Farese y

Schnure, 1967, Blatti y col. 1970, Adiga y col. 1971,Jungmann y Schweppe,

22.



1972 b, Piantadosi y col. 1976 )­

Un hecho interesante en el aumento temprano de 1a actividad de

1a ARN polimerasa en higado de ratas estimuladas por 1a hormona de

crecimiento, es el paralelismo entre la estimulación de esta enzima y

el de la enzima ornitina decarboxilasa, re5ponsable de 1a sintesis de po­

1iaminas(Raina y Janne,1970;Snyder y Russe11,l970;Korner y Hogan,1971)

Estos compuestos pueden afectar 1a actividad de la ARN polimerasa ,

(Mandel y Chambon,197‘4;Janne y col,l97 5).

23,­
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MATERIALES

TSH, ThytroPar, Armour

'IÏ'SH-Bó- National Pituitary Agency, USA.

ARN de levadura, Sigma Chemical Co, USA

Omnifluor, New England Nuclear. USA.

Nucleotidos ciclicos, Sigma Chemical Co. , USA.

Acti nomicina D, obsequio de laboratorios Merch, Sharp &Dhome, USA.

Protosol , New England Nuclear, USA.

Filtros de micro fibra, de vidrio, Whatman GF/C.

Aquaol , New England Nuclear.

Al'fa amanitina ., Sigma.

Poly ( dA-dT), Boehringer- Mannheim.

Tiroxína y triyodotironina, donacio'nde Laboratorios Glaxo, Argentina.

Prostaglandinas( E1,A1, FIN, yFZIX), donacio'n de Upjohn Co, Michigan, "USA

Indometacina, obsequio delaboratorios Merck, Sharp & Dhome, Argentina.

Aspirina, obsequio de Farmasa S.A. , Argentina.

TRIAC, TETRAC, Diyodotironina, isoPr0pil- T3, e iSOpr0pi1-T2, donacion

de laboratorios Smith, Kine & French. USA.

o . u I n nLos otros productos quimicos utilizados, eran drOgas pro- analisis.

Productos radiactivos:
131

I : libre de portador, Comisio'n Nacional de Energia Atómica, Argentina.
125

I : libre de portador; CEA- Sorin , Francia
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5-3H- Urídina: actividad específica, 28. 3 Cí/m mol, y 5-15 Ci/ m mol,
New England Nuclear, USA.

32 _ . , , , . .
P : como fosfato, Comls1on de Energ1aAtom1ca, Argentma.

Inulina- 3H-G. 2 aCtÍVídad espeCÏfica , 103. 9 mCí/g, New England Nuclear,

3 USA. l
4, 5 H- leucina: actividad esPec1fica, 44. 2 Ci/ m mol, New England Nu­

clear, USA.
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COMPOSICION QEL MEDIO DE INCUBACION

Krebs- Ringer bicarbonato (Krebs y col. 1932)

ClNa 124 mM, ClK 5 mM, 504Mg1, ZSmM , ClZCa 1, 45 rnM , F’OlHKI-I2

1, 25 mM, CO HNa 25, 3 mM, Tris-HC1,pI-I 7, 4mM.
3

OBTENCION DEL TEJIDO

I- Bovino

Las tiroides eran obtenidas en mataderos 10ca1es,ínmediata­

mente de5pue's de la muerte del animal y tran5portadas hasta el labo­

ratorio en solucio’n salina isoto/nica ( C1 Na 8,5%) o buffer Krebs-Ringer

bicarbonato, .pH 7. 4.a 4OC. Cada lóbulofue disecado,1uego se prepa­

raron cortes de tejido, con un rnícrótomo manual tipo Stadie-Riggs (A.

Thomas U.S.A. ). Cada corte de tejido tenía un peso húmedo entre

40-80 mg. Si bien los cortes se preparaban a O°C se encontro" que

con los cortes obtenidos a 20’C los resultados eran similares.

2- Canino

En los estudios con tiroides caninas,se usaron perros de

12-19 kg. de peso,pretratados por via oral durante dos días con 130 mg.

de tiroides desecada. Este tratamiento se efectuaba para poner la ti­

roides en reposo por supresio’n,a nivel de la hipo'fisis,de la secrecio'n

de tirotrofína. La mitad de los animales fue inyectado con lOU.I. de 'I‘SH

por vía intravenosa. Lastiroides se sacaban 90 minutos mas tarde,ba­

jo anestesia por pentotal y eran rápidamente cortadas con tijera y ho­

mogeneizadas_
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OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES

Preparacio’n de nucleos aislados

La obtencio'n de fracciones subcelulares exige la ruptura de la

membrana celular. En nuestros experimentos esto se lograba por ho­

mogeinizacion del tejido en una solucion de sacarosa 2,1 M en TRIS­

ClH SOmM, pH 7, 4; C12 Mg lmM, PMSF O, 5 mM y DTTl mM- en una

relacio’n (1:5 p/v).

Para ello se empleaba un homogenizador de teflo'n tipo Potter

Elvehjem, accionado por un motor,en el cual la accio’n es suficientemen­

te fuerte para romper la membrana celular,sin deteriorar las estruc­

turas subcelulares.

Luego de filtrar por gasa, el homogenado era centrifugado a

50.000 x g durante 60 minutos,en un rotor SS34 en una centrífuga

Sorvall refrigerada Modelo RC-5.

El precipitado nuclear era enjuagado con una solucio’n 50 mM

TRIS, pH gglicerol 25%¡Clz Mg lmM,EDTA O,lmM, PMSF O, SmM y DTT

lmM, y luego se resuSpendía en la misma solucion en una relacian

(2:0, 5 peso original/vol) para tirnides canina.

La pureza de la,preparacio'n fue controlada por microscopía de

contraste de fase. Se retiraba una alícuota para ser utilizada para la

determinacion de AD N,por el método de Burton (1968),y el resto se
. l l .cmservaba en mtrogeno llquldo.
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CONDICIONES DE INCUBACION

Incubaciones con cortes de tiroides bovinas

I - La solución de Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) se utilizaba habi­

tualmente sin el agregado de glucosa y era preparada fresca en el

dia del experimento. Antes de utilizarla era gaseada durante 15-30 mi­

nutos con una mezcla de 95% OZ y 5% C02 (u/v).

En general se colocaban 4 cortes de tejido en un frasco

de 25-50 ml de capacidad conteniendo 10 m1 de K R B.

El tejido se preincubabaa 37’Cdurante 30-60 minutos.Durante es­

te lapso se incluían en el KRB las diferentes sustancias cuya accio’n

se queria estudiar. Luego se agregaba al medio de incubacion el mar­

cador radioactivo,yp revio gaseado la incubacicÏnproseguia por 60-120

minutos.

La incubación era terminada por inmersión de los diferentes Er­

lenmeyers en hielo,sacando ra'pidamente los cortes de tiroides de ca­

da uno de ellos,los que eran extensivamente lavados con KRB(0 solu­

cio'n salina). Experimentos previos demostraron que tres lavados su­

cesivos eran suficientes para eliminar la radioactividad adsorbida.

Determinacio’n de la actividad transcrigtacional

2 - La actividad transcriptacional fue medida en un sistema in vitro .

Los nucleos aislados (40 ug de ADN/tubo) fueron incubados en un volu­
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men total de100p1,c0nteniendo 30 mM sulfato de amonio,0,4 mM ClgMg.

lmM C12 Mn,50 mM TRIS-HC1.p H 7,4, lmM DTT,1mM ATP,1mM GTP,

lmM CTP, 10 ug de ARN de levadura y 10 mM FNa.

La reaccio’n era iniciada por el agregado de 10 Cpm de 3H-UTP

conteniendo UTP frío para una. concentración final deO‘,1mM.Luego de

incubar 10 minutos a 30°C la. reacción,era detenida por el agregado

de 2 ml de ATA 10% conteniendo 8mM de pirofosfato de sodio. A ca­

da tubo se le agrego’50u1de una solución conteniendo 1,5 mg/ml de al­

bumina bovina y 0, 5 mg/ml de ARN de levadura. Despues de 30 mi­

nutos a 0'C,los precipitados se separaban por centrifugacio'n a 3000rpm

durante 10 m'inutos,en una centrífuga Sorvall refrigerada. El precipita­

do era resusPendido en ATA 5%,pirofosfato de sodio 4 mM,y su radiac­

tividad determinada segun 1a técnica corre5pondiente. (ver Medición de

radiactividad)

EXTRACCION DE ARN DE CORTES DE TIROIDES SEGUN EL METO­

DO DE MUNRO Y FLECK.

DeSpués de 1a incubacio’n y lavado de los cortes de tiroides,

estos eran escurridos en papel de filtro,pesados y homogenizados en

1 mide solucio'n salina o agua destilada con un homogenizador de vi­

drio,tipo Potter Elvehjem. Todas estas Operaciones se realizaban man­

teniendo los cortes a 4°C. El ARN se extraia de acuerdo a1 método

de Munro y Fleck (1966).
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Cada homogenizado era precipitado con O, 5 ml de APC 0, 6 N,luego

se centrifugaba a 3000 rpm durante 20 minutos en una centrífuga In­

ternational,y el precipitado se lavaba dos veces con APC O,PN,jun­

ta'ndose los sobrenadantes para la determinacio'n de 1a fraccio'n APC

soluble,que contiene los nucleo'tidos precursores de ARN. Luego el

precipitado se resuspendia en lml de HOK 0, 3N y se incubaba a 37°C

durante 1a noche. La hidrólisis se detenia con 0,6 ml de APC 1, ZN,

y previa centrifugació'n a 3000 rpm durante 20 minutos , el sobrenadante

era separado . E1 ARNse estimaba eSpectrofotométricamente, compa­

rando con una solucio'n de ARN de levadura. Se separaba tambien una

alícuota para 1a determinación de la radiactividad.

EXTRACCION DE ARN SEGUN EL METODO DE PERRY Y COL. 1977

Los cortes de tejido eran incubados usando 32P como trazador

radioactivo y luego se homogeinizaban en una solucio’n buffer A (TRIS­

Cl H 0,01M),pH 8, 5,1mM EDTA,O,1M ClNa y 0, 5% SDS. De inmediato

se agregaba un volumen igual de solucio'n de cloroformo -fenol (1:1.v/v)
. Í - .saturada con el mismo buffer,y la mezcla era energicamente agitada.

Luego de centrifugar, la fase acuosa era separada y reextraída con igual

volumen de cloroformo- fenol. El ARNse recuperaba de 1a fase organica

por el agregado de un volumen igual de buffer de homogeinizacio’n, con

agitación. Se unian las fases acuosas y el ARNera precipitado por el

agregadode 2 volumenes de etanol absoluto a -ZO°Cdurante 1a noche.
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El ARN precipitado era redisuelto en buffer A .. La pureza del ARN

obtenido era estimada mediante el cálculo de la relacio’n D. 0 260/D. OPBO

siendo en las buenas preparaciones mayor de 1,8 y generalmente cer­

cano a 2,0.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN POR EL METODO

DE BURTON (1968)

De la suSpensio'n de núcleos se tomaba un alícuota y se lo pre­

cipitaba con APC 0, 4 N, se centrifugaba a 3000 rpm durante 10 minutos.

El precipitado se lavaba Zveces con APC 0,4 N. Luego de la ultima cen­

trifugacion, se sacaba el sobrenadante exhaustivamente y se resuSpendi'a

el precipitado en APC 0, 4 N. Se tapaba y se calentaba a 7OJCdurante 20

minutos. Se enfriaba inmediatamente y se centrifugaba a 3000 rpm duran­

te 20 minutos. El sobrenadante se utilizaba para la determinacion de la

concentración de ADN.

Se colocaban alicuotas ,por duplicado , de las muestras y se llevaba

el volumen al m1 con APC 0, 4 N. Luego se agregaban 2 ml del reactivo

de difenilamina. Se dejaba en la oscuridad por toda la noche, leyendose

su DO a 600 nm, utilizándose como referencia una curva patron con ADN

de timo bovino. La reaccio'n era lineal hasta 60 ug/ml de ADN.

Reactivo de difenilamina: l, 5%de difenilamina en acido acético

glacial, mas l, 5 ml de a'cido sulfúrico concentrado. Antes de utilizar el

reactivo se le agregaba 0,1 ml de una solución de acetaldehido 1,6%por

cada 20 ml de reactivo de difenilamina.
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I ESTUDIOS DE LA INCORPORACION DE 3H-URIDINA A ARN TIROIDEO

Los cortes de tiroides eran incubados en KRB a 37"C en presencia

de las sustancias cuya accio’nse deseaba estudiar. A1final de este periodo

se agregaba una dosis trazadora (0,1-1pCi/ml) de 3H-uridina y la incuba­

cio'n;se continuaba por 60-120 min . Se detenia la incubación y el ARN

era extraído según el me'todo de Mutua)y Fleck, 1966. Se determinaba

1a.radiactividad , y los resultados se expresaban como cpm/ mg o pg

de ARN. En el caso de los nucleótidos precursores se expresaba corno

Cpm/mg de peso húmedo.

II ESTUDIOS DE LA DEGRADACION DE ARN

Los cortes de tiroides eran incubados en frascos de Erlenmeyer

con.KRB y una dosis trazadora de 3H-uridina. Luego de 60 minutos de mar­

cació'n se procedía a sacar los cortes,1avarlos rápidamente con KRB y a

distribuirlos en frascos de incubacio'n conteniendo KRB,7 pg/rnl de actino­

micina D, con o sin la presencia de las sustancias cuya accio'n sobre 1a

degradació’n de ARN se quería estudiar. Las incubaciones se continuaban

por diferentes peri'odos,hasta 120minutos. El ARN se extrai'a y su radiacti­

vidad se determinaba segun el método de Munro y F1eck(1966), segu’n ya se

describio’.

HHANALISIS DE LOS NUCLEOTIDOS DE URIDINA PRECURSORES DE ARN

Los cortes de tiroides eran incubados tal como se describio’, con una

dosis trazadora de 3I-I-uridina.Luego de homogeneizar los cortes de tiroides,

se agregaba ATA al 20%.El precipitado obtenido era lavado 2 veces con ATA
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al 10%,mezclafidose tados los s )bre nadantes. La fraccioln a'cido soluble era

entances extraída con un volumen igual de eter sulfiirico,por 5 veces, neu­

tralizadacon hidro'xido de amonio y evaporada al vacio. Las muestras fueron

analizadas por cromatñgrafia descendente en papel Whatman N l,durante

18hrs,usando como solvente de desarrollo etanolzacetato de amonio l M:

a'cido acético l M(150:8:52,v/v). En cada cromatograma se corri'an simulta­

neamente testigos de uridina, UMP,UDP y UTP para ayudar a la identifica­

cio'nde los compuestos. Los cromatogramas fueron observados bajo luz ultra­

violeta, cortados y contados en viales conteniendo Omnifluor(NEN)(Paladini

y Leloir,l952).

1V DETERMIN¿\CION DE LA CAPTACION DE 3H-URIDINA

Luego de finalizada la incubacio'n, cada corte de tejido fue lavado,

secado sobre papel de filtro y pesado. Del homogenado se tomo' un alícuota

para la determinacio'n de su radiactividad,la que se expreso como cpm/mg

de tejido.

V DETERMINACION DEL ESPACIO EXTRACELULAR DE LOS CORTES

DE TIROIDES

Fue estimado mediante el uso de 3H-ínulina.lde acuerdo con el méto­

do de Kostyo y Engel(l960) modificado por Debons y Pittman(l962),pero

usando APC 0. 6 N en lugar de acido ace'tico para la precipitacio’n de las

proteinas. Brevemente, los cortes de tiroides fueron incubados en KRB duran­

te 30 minutos, con y sin IK.A1 cabo de ese tiempo se agregó inulina (l, 3 PCÍ/

ml) y,previo gaseado, se continuo la incubacio’ndurante 60 minutos. En experi­

. . . l . . .mentos preliminares se determino que a este tiempo la inulina ya estaba en
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completo equilibrio. Al final de la incubacio'nlos cortes eran exhaustivamen­

te lavados, secados sobre papel de fltro,pesados y homogeneizados en agua.

VI INCORPORACION DE 3H-LEUCINA A PROTEINAS

Los cortes de tiroides fueron incubados en condiciones similares a

las ya descritas pero el KRB fue suplementado con 2 mM de L-leucina. Tra­

bajos previos de Lecoq y Dumont(l972) mostraron que, cuando se incuban

cortes de tiroides en condiciones similares a las aquí utilizadas,la adicio’n

de TSH causa un marcado aumento de la proteólisis de la tiroglobulina. Por

este efecto se incrementa la cantidad de aminoácidos intracelulares,lo que

diluye al aminoa'cido marcado que se agrega. De ahí que durante muchos años

diferentes investigadores fracasaran en sus intentos de demostrar una accio'n

de TSH sobre la incorporación de aminoacidos a proteínas. Agregando leu­

cina no marcada tanto a los cortes testigos como a los estimulados por TSH,

fue posible obviar este "artefacto".

A1 final del período de marcacio’n con 3H-leucina, por 60 minutos los

cortes de tiroides fueron lavados y homogeneizados. La radiactividad incor­

porada a proteínas fue determinada mediante precipitacio’n con ATA al 20%,

seguida de dos lavados con ATA al 10%.La cantidad de proteínas presentes

en cada corte era determinada en un alícuota segun 1a técnica de Lowrv

y col(l951).

VII INCORPORACION DE YODO

La organificacio'n del yodo fue analizada en cortes de tiroides incu­

bados en 5 ml de KRB conteniendo las diversas sustancias cuya accid'n se
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deseaba estudiar. Luego de 30 minutos se agrego una dosis trazadora de

1311o de 125];continuandose la incubacioii por 15 minutos. Al final de este

periodo los cortes fueron lavados, secados sobre papel de filtro y homogenei­

zados enl rnl de metilmercaptoimidazol (MMI)2 mM con un homogeneizador

de vidrio tipo Potte r-Elvehje m. La radiactividad unida a proteínas(yodo

proteico u organificado) fue precipitada con ATA al 20%, seguida de dos la­

vados con ATA al 10%.La radiactividad total. así como la ATA precipitable

fueron contadas en un contador gama automático. Los resultados se expresan

como % de radiactividad ATA precipitable en funcio'ndel total de radiactivi­

dad de cada corte.

VIH ESTUDIOS CON NUCLEOS AISLADOS

a- Bovinos

Los niïcleos de tiroides bovinas,preparados segun la te'cnica ya des­

crita, se utilizaban para determinar la actividad transcriptacional. Cuando

se estudio, la acción del 1Ky de la T4 sobre núcleos aislados, se realizo'

una preincubacio’n(sin el agregado del ribonucleótido marcado) de 10 minutos

en presencia de dichas sustancias. Luegode enfriar por 10 minutos,de deter­

minaba la actividad transcriptacional, (ver pag. 28)

b- Caninos

La accion de la TSI-Isobre el proceso de transcripcioln fue estudiada

en perros. Los estudios iniciales de caracterizacio’n del sistema fueron rea­

lizados utilizando tiroides obtenidas de perros sacrificados en la Divisio’nde

Cirujïa Experimental(State University of New York, Buffalo).
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En cada experimento se utilizaron 4 perros, dos de los cuales fueron

inyectados con 10 UI de TSH por vía intravenosa, en tanto que los otros dos

recibieron solucion salina. Noventa minutos mas tarde los animales fueron

anestesiados con pentotal y las tiroides fueron obtenidas quirúrgicamente.

Como»y'a se menciono' anteriormente, se obtuvieron los núcleos tiroideos,

que s-e conservaban en nitrogeno liquido hasta el momento de determinar

su actividad transcriptacional(generalmente se utilizaban antes de las 24

horas de obtenidos), en tanto que un alícuota se utilizaba para determinar

ADN según el método de Burton(1966).

Cada e5pecimen de núcleos tiroideos era incubado, por lomenos por

duplicado, bajo las diferentes condiciones.Se determinaba la actividad trans­

criptacional total, empleando la mezcla de incubacio'nya descrita. La acti­

vidad sensible a alfa-amanitina(ARNpolimerasaII). se determinaba sustra­

yendo de la actividad total,la actividad alfa-amanitina resistente( ARNpoli­

merasa I+IH). Esta última se determinaba incubando los núcleos en la for­

ma ya descripta, con el agregado de 4 pg/ml de alfa -amanitina en el medio.

La actividad del templado endógeno puede ser inhibida agregando a

Ia mezcla de incubacio'n 50¡Ag/ml de actinomicina D(disueltaen etanol).

La actividad en presencia de templado sintético se determinaba agregando

0. 2 U de DO de poli(d.A. dT) y 50 pg/ml de actinomicina D a la mezcla de in­

cubacio'n. El poli (dA. dT) se disolvia en ClNa 0.1 M a los efectos de preser­

var su doble cadena. A la actividad transcriptacional medida bajo estas con­

diciones se la restaba elvalor de la medida con actinomicina D sola.
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MEDICION DE LA RADIACTIVIDAD

Los contajes de 1a radiactividad se realizaron con diferentes solu­

ciones centelleadoras, según el caso.

a)Fraccion de radiactividad incorporada a proteinas

El precipitado proveniente de la precipitacion con ATC, se digerïa

con 0, 5-1 ml de Protosol(NEN),hmediante incubaciob a 37.C hasta obtener

una solucio'n clara. Previo agregado de 10 ml de Omnifluor las muestras eran

contadas.

b)Fraccio’n de ARN obtenida segun Munro y Fleck(l966)

Del sobrenadante proveniente de 1a digestio’n alcalina y posterior

precipitación con APC 1, 2 N, se tomaban 0.1 ml y se le agregaban 10 m1 de

solucio'n de Bray o de Aquasol.

c)Determinación de 1a radiactividad de los nucleótidos precursores de ARN
Iseparados por cromatografia

DeSpue'sdel desarrollo del cromatOgrama, se localizaban los nucleó­

tidos bajo luz ultravioleta. El trozo corre3pondiente de papel era recortado

y se lo colocaba en viales conteniendo 10 m1 de Omnifluor.

d)Determinacio'n de la radiactividad en homogenado de tejido

Un alícuota del homogenado se digeria en Protosol a 37°Chasta

obtener una solución clara, ala que se agregaban 10 ml de solucio'n de

Bray u Omnifluo r.
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e)Estudios sobre la organificacio'ndellodo

La radiactividad unida a proteínas(yodo proteico u organificado)
l3l 125

proveniente de los cortes de tiroides incubados con I o I, se deter­

minaba en un contador gama automático. Los resultados se expresan como

% de radiactividad precipitable en funcio'ndel total de la radiactividad de

cada corte de tejido.

f)Incorporacio’n de radiactividad en núcleos aislados

El precipitado proveniente de la mezcla de incubacio'n,para la deter­

minacio'n de la actividad transcriptacional, se resusPendfa en 4 m1 de ATA

al 5%conteniendo pirofosfato de sodio 4 mM, y era vertido sobre filtros

de microfibra de vidrio Whatman GF/C colocados sobre un aparato de filtra­

cio'n al vacío(Mi11ipore). Luego de lavar exhaustivamente con la. misma solu­

cion de ATA-pirofosfato de sodio, el filtro era lavado con etanol absoluto,

colocado en un vial, secado en una estufa, enfriado y , previa adicio’n de 10

ml de Aquasol, contado en un contador de centelleo liquido.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realizaba de acuerdo al test de significacio'n estadistica de

Student.En los estudios realizados utilizando tiroides canina, dada la varia­

cioh de la actividad transcriptacional de un animal a otro, los resultados

fueron sometidos a un ana/lisis de doble variancia(modelo de efecto fijo),

realizado por el Dr. P. Reese(State University of New York. Buffalo).



RESULÏADÜS
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PARTE I

ESTUDIOS CON TIROIDEIS BOVINAS

A : ACCION DEL YODO Y COMPUESTOS YODADOS SOBRE LA SINTESIS

DE ARN

El yodo, y algunos compuestos yodados,ha.n sido utilizados en el

tratamiento del bocio y del hipertiroidismoï. Sin embargo no se co noce aún

el mecanismo de su accio'n terapéutica(ver Introduccion). Trabajos "in vivo'

mostraron que la administracio’n de IK b10queala accion estimulatoria de

la TSH,el AMPc y el GMPc sobre el crecimiento tiroideo y la biosíntesis

de proteínas(Pisarev e Itoiz,l972). Mas recientemente se demostro} en estu­

dios "in vitro", que el 1Kes capaz de inhibir la síntesis basa1(no estimulada)

de proteínas tiroideas totales,asï como de las proteínas solubles y de tiro­

globulinalPisai-ev y Aiello,l976). Esta acción es esPecífica para este tejido.

Resultaba por lo tanto de intere's analizar la accio'n del 1Ksobre la sintesis

de ARN tiroideo.

Estudios preliminares

Línealidad de la incorporacion de 3H-uridina a ARN,con el tierrlpo

Tal como muestra la figura l,bajo nuestras condiciones de incubacio’n,

la incorporacion de 3H-uridina a ARNes lineal con el tiempo.

ACCION DEL IK SOBRE DA INCORPORACION DE 3I-I-URIDINA A ARN

El cuadro l muestra que la preincubacio'n de cortes de tiroides con

IK a 10“5 M producía una significativa reduccio’n en la incorporacion de

3H-uridina a ARN. El efecto del IK sobre la incorporacion de este nucleotido



FIGURA 1

LINEALIDAD DE LA INCORPORACION DE 3I-I-URIDINA A ARN CON EL

TIEMPO
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Cada valor es el promedio de 4-6 cortes de tejido.
El tejido se preincubaba por 60 min. y luego se agregaba H-uridina.
(5-15 Ci/mmol, N. E. N. ). y se proseguía la incubación durante el.
tiempo indicada. I
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FIGURA 2

LINEALIDAD DE LA INCORPORACION DE 3H-LEUCINA A PROTEINAS
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Las incubacícgnes se realizaban en presencia de 1p.Ci de H-L
1eucina,(4, 5- H leucina: 44, 2 Ci/mmol;N. E. N.), durante los
tiempos indíc ados.
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CUADRO 1

3
ACCION DEL IK SOBRE LA INCORPORACION DE i-I-URIDINA A ARN

42.

Tratamiento ARN cpm/ mg p <

Testigos 1815i 339 _

IK 10'5 M 824i 88 0.001

Cada valor es el promedio de cuatro cortes de tejido :1 D. S.
Los cortes de tiroides se preincubaban durante 60 minutos, en KRB, c0n

y sin IK. Luego se agregaba Z pCi/ ml. de H- uridina(N. E. N. 5-15 Ci/
mmol), y la incubacio’nprosegtiía por 60 minutos.
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a ARNparece ser muy ra'pido. Cuando los cortes de tiroides fueron marca­

dos con 3H-uridina durante 60 minutos, y luego transferidos a Erlenmeyers

con y sin 1K,e incubados durante diferentes tiempos, no se observo’ accion

del halo'geno. E1 cuadro 2 muestra un experimento de este tipo, con incubacio­

nes en presencia de IK de hasta 1 hora.

La disminucio’n de la marcacion de ARN producida por el IK puede

ser debida a una accion a nivel de:

1)entrada del precursor a 1a célula

2)a1teracio'n de los nucleótidos precursores de ARN

3)proceso de polimerizacio'n de los nucleótidos(transcripcío’n)

4)aumento de 1a degradacio’n del ARN

ACCION DEL IK SOBRE LA ENTRADA DEL PRECURSOR Y SOBRE EL

ESPACIO EXTRACELULAR TIROIDEO

En 10 que resPecta ala entrada del precursor(nuc1e6tído marcado)

a la célula, el cuadro 3 muestra que, bajo condiciones en que la marcacio'n

de ARN esta significativamente disminuida, el IK no altera la entrada de

3I-I-uridina a 1a célula. Por otra parte e1 eSpacio extracelular tiroideo, medi­

do por 1a distribucio’n de 3H-inulína, no mostraba diferencias entre los

testigos y los cortes tratados con IK a 10'4 M.

ACCION A NIVEL DE LOS NUCLEOTIDOS PRECURSORES

La posibilidad de una accio'n anivel de los nucleótidos de uridina,

precursores de ARN,fue luego explorada. Como puede apreciarse en el



CUADRO Z
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EFECTO DE LA ADICION TARDLA DE IK SOBRE LA INCORPORACION

DE 3H-URIDINA A ARN

Tiempo (mín )

Testigos IK 10'5M

o 1527 _

30 2034 2270

60 Z916 2787

DesPues de un pulso de 60 mín con 3H- urídina, los cortes de tejido

eran incubados con y sin IK en el medio. Cada valor es el promedio

de tríplicados cercanos. Los resultados se expresan como cpm/mg

de ARN.



ACCION DEL IK SOBRE LA CAPTACION DE 3H- URIDINA Y LA

DISTRIBUCION DE 3H- INULINA

CUADRO 3

Trazador Para'metro Testigos IK 10"4 M p <

3H-uridina ARN cpm/ mg 1422 i 72 952 +100 0.001

Rad. total 1132i 75 1150 + 177 n. s
cpm/mg tejido _

3H-inu1ina cpm/mg tejido 1013i 129 1063 + 254 n. s

espacio dístri- .19 + 3. 5 23. 9 i5. 6, n- 5
buc ío'n %

Cada valor es el promedio de 4 cortes de tejido il D.S.
n. s. sin diferencia significativa

45.
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. I . . . ' . . . .cuadro 4, se analizo la distribuc1on de uridina y derivados fosforilados

en cortes de tejido testigos y tratados con 1Ka 10'5 M. Bajo estas condi­

ciones experimentales la marcacionde ARNtiroideo estaba francamente

disminuida. El análisis de la distribucio'n porcentual de uridina, UMP,

UDP y UTP no mostraba, sin embargo,diferencias siginifica tivas entre

los testigos y los cortes tratados con IK,excluyendo una accio'n a nivel

de estos pasos metabólicos.

ACCION A NIVEL DE LA DEGRADACION DEIARN

Una tercera explicación sería. que el yoduro acelerara la velocidad

de degradacio’n del ARN.Los datos previos de la literatura no apoyaban

esta idea, ya que se demostro que el tratamiento crónico de ratas con 1K

disminuye marcadamente algunas enzimas lisosomales,tales como la

proteasa a'cida(Pisarev y Altschuler,l97 3).Sin embargo, Se decidió anali­

zar esta posibilidad. Los cortes de tiroides fueron marcados en presencia

de 3H-uridina y luego transferidos a frascos conteniendo actinomicina D,

para b10quear toda ulterior incorporacío'n de uridina a ARN,con y sin el

agregado de IK a 10‘5 M. La figura 3 muestra que 1a curva de degradacio'n

del ARN tiroideo no se altero'por la adicio’n del 1K.

ACCION SOBRE EL PROCESO DE TRANSCRIPCION

Finalmente se analizo la accio’n del IK y de la T4(por razones que

se explicaran luego) sobre el proceso de transcripcio’n. Para ello se utiliza­

ron núcleos aislados de tiroides bovinas,los cuales fueron preincubados
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CUADRO 4

ACCION DEL IK SOBRE LA DISTRIBUCION CROMATOGRAFICA DE

3H-URIDINA Y DERIVADOS

Tratamiento ARN (cpm/mg) %de distribución

Urid UMP UDP UTP

Testigos 18871 24.1 44. 2 Z3. 6 8.1
5

IK 10' M 12410 ZZ. 3 39. 0 30.1 9. 6

Cada valor es el promedio de triplicados cercanos. E1 IK estaba presente
. . l . l

tanto durante la premcubacmn como durante el período de marcac1on, que

en este caso era de 60 min. Las incubaciones se realizaron en presencia

de 15pCí/ml de 3H-uridina, (28, 3 Ci/mmol, N. E. N. ).
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FIGURA 3

ACCION DE IK SOBRE LA DEGRADACION DE ARN TIROIDEO

control
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Cada valor es el promedio de 4-6 cortes de tiroides ilD. S.Las in­

cubaciones se realizaban en presencia de 3 uCi/ml de 3I-I-uridina

(5-15 Ci/mmol,N. E. N. ), durante 60 minutos. Ver Materiales y Me'todos.
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con IK o T4 a 10 M, enfr1ados,pr0ce/diendose luego a. medir la actividad

transcriptacional. Bajo estas condiciones experimentales no pudo demos­

trarse una accio'n inhibitoria del 1Ko de la T4(cuadro 5).

En los trabajos previos "in vitro”(Pisarev y Aiello,197ó)sobre la

accio’n del 1Ken la biosintesis de proteínas tiroideas se habia demostrado

que: \

1)esta accio'n es específica para la tiroides, ya que no se observa en

otros tejidos(higado, salivares)

2)es inhibida por 1a adicio'n de perclorato de potasio,lo que indica

que e]. IK actúa a nivel intracelular

3)es inhibida por la adicio’ndel metilmercaptoimidazol(MMI), lo quel

indica que la forma intracelular que media este efecto es un com­

puesto organifícado de yodo

4)es mimetizada por la tirOxina, que es uno de los principales com­

puestos yodados intratiroideos

5)comparando dosis equimolares,1a tiroxina y la triyodotironina son

más potentes en su accio’ninhibitOria que el yoduro.

Resultaba entonces de gran intere's determinar si la acción del yoduro

sobre la incorporacion de 3H - uridína a ARNtenía las mismas carac­

terïsticas.

La figura 4 muestra que la acción significativamente inhibitoria

de 1K a 10-5M es bloqueada tanto por 0,5 mM. de perclorato de potasio
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CUADRO 5

ACCION DE IK Y T4 SOBRE LA SINTESIS DE ARN EN NUCLEOS

AISLADOS DE TIROIDES

Tratamiento Act. total ARN polirn I ARN polim I + III

Testigos 411 207 204

¡K 10'3M 451 229 222

T4 419 191 228

Cada valor es el promedio de cuadruplicados, expresados como cpm

de 3H-UMP , incorporadas a ARN . Cada ensayo tenía 105Pg de DNA

nuclear por tubo.
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FIGURA 4

ACCION BLOQUEANTE DE MMI Y ClO4K EN EL EFECTO INHIBITORIO

DE IK SOBRE LA SINTESIS DE ARN

ARN
% te st.

100 r

50,

T ¡IK CIO4K MMI IK+C104K IK+MMI

Cada valor es el promedio de 4 cortes de tejido il D. S.
* p(0. 001 cuando se compara con los testigos
Las incubaciones se realizaron durante 120 min. , en presencia de
1pCi/ml de 3H-uridina, (5-15 Ci. mmol), N. EI.N. . La radiactividad
de los testigos era 798 i 53 Cpm/mg.
IK 10'5M, C104K 0. SmM, MMIl mM



como por 1 rnM de MMI. Esto indica que el yodo inhibe 1a síntesis de

ARN a trave's de un compuesto yodado intracelular.

ACCION DE T4 SOBRE LA MARCACION DE ARN

El paso siguiente fue determinar si la tiroxina era capaz de

mimetizar 1a accio'n del yoduro. Se realizaron dos tipos de experimen­

tos,utíliza.ndo' como precursores 1a 3H-uridina y el 32?. Como puede

apreciarse en la figura 5 tanto el IK como la T4 a 10-5M causaron una

muy significativa disminución de la marcacio’n del ARN tiroideo con am­

bos precursores marcados.

Se comparo’ entonces 1a potencia inhibitoria del IK y la T4 sobre

1a síntesis de ARN. El cuadro 6 muestra que a 10-6M, cuando el IK ya

. . Í . . . . . . - Íno inhibfa este parametro,1a T4 producía una Significativa d15m1nuc1on

del mismo.

EFECTO DEL IK SOBRE LA ACCION DE NUCLEOTIDOS CICLICOS EN

LA INCORPORACION DE 3H-URIDINA A ARN.

Todos los estudios mencionados fueron realizados con cortes de

tiroides no estimulados. Dado que en trabajos anteriores "in vivd' se

habia observado que el IK inhibe la biosintesis de proteinas tiroideas

estimulada por TSI-I, AMPC y GMPC (Pisarev e Itoiz,1972) se decidio,

estudiar tambien 1a accio’n "in vitro" del IK sobre la sintesis de ARN

estirnul ada.



FIGURA 5

ACCION DE IK Y T4 SOBRE LA MARCACION DE ARN
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IK y T410 M. Los cortes de tejido eran preíncubados en KRB duran­

te óOmin, y luego se incubaban en presencia del trazador radiactivo,
32

lpCi/ml de 3H-uridina N. E. N. .( 5-15Ci/mm01) ,o .Pcomo fosfato,

durante 120 mín. Cada valor es promedio de 4 cortes de tiroides il D.S.
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3
ACCION DE IK Y T4 SOBRE LA INCORPORACION DE H-URIDINA

A ARN EN CORTES DE TEJIDO

Tratamiento ARN (Cpm/mg) p (

Testigos 1751i 251 _

10-5M IK 1168 i161 0.005

10'5M T4 957 i117 0.005

10 '6M IK 2235 i 348 n. s

lo'óM T4 1036 _+_288 0.005

Cada valor es el promedio de 4 cortes de tejido il D. S. , eXCepto
5

para T4 a 10' M , en que son promedio de 3 cortes.
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El cuadro 7 muestra que el IK a 10-5 M inhibio,completamente la accio'n

estímulatoria de AMPC y de GMPc ZmM.,

INFLUENCIA DE LA GLUCOSA SOBRE LA INHIBICION POR IK

Como se discutirá enla Seccion B,1a glucosa es tambíen un potente

estimulante de la incorporacio'n de 3H-uridina a ARN.Como puede apreciar­

se en el cuadro 8 una concentracio’n de IK de 10'5 M inhíbío' significativa ­

mente la accio’n estimulante de la glucosa a 8 mM.

ACCION DE DIFERENTES COMPUESTOS YODADOS

Con el objeto de obtener información acerca. de 1a relación entre

la estructura de los compuestos yodados y su accío'n inhibitoria sobre 1a

síntesis de ARN se realizaron estudios utilizando derivados de las hormo­

nas tiroideas. En el cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos. De la

lista de compuestos estudiados fueron inhibitorios:L-tiroxina, L-triyodo­

tironína, i50pr0pil-triyodotironina, Tetrac, Triac, tetraclorotíronina, a'cído

tetrayod0pr0píc'nico, acido tríyod0pr0pio'nico y, en leve accion, a'cído tetra­

yodofo'rmico. No fueron inhibitorios: acido triyodofo'r mico, diyodotíronina,

ísoPrOpil-diyodotironína y la L-tironina.
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CUADRO 7

ACCION DEL IK SOBRE LA ACCION DE NUCLEOTIDOS CICLICOS EN LA

INCORPORACION DE 3H-URIDINA A ARN

Tratamiento ARN(cprn/ mg) p <

Testigos l 889 i 160

AMPc' 2 mM 1824:140 0.001

GMPc 2 mM 1599 i 24o 0.005

IK 10'5 M 564i 39 0.005

IK+AMPc 621 +_ 94 o. 001(a)

IK+GMPC 604 i 163 0. 001(a)

Cada valor es el promedio de cuadriplicados il D. S. El KRB contenía i
I mM cafeína. (a) cuando se lo compara con el respectivo nucleótido cíclico.

CUADRO 8

INFLUENCIA DE LA GLUCOSA SOBRE LA INHIBICION POR YODURO

Tratamiento ARN(%de testigos) p<

Testigos 100 i 17

G1ucosa8 mM 213 i 5 0.001

IK 10'5 M 59 i e 0.005

Glucosa +IK 150 i 8 0.005

Cada valor era promedio de 4 cortes de tejido :1 D.S. La radiactividad
de los testigos(cpm/ mg)fue'de 4688i840.



CUADRO 9

ACCION DE DIFERENTES COMPUESTOS YODADOS

Tratamiento Jl de los Testigos
IK 41

T3 53

Tetrac 50

Triac 60

Isopropil-T3 50

Acido Tetrayodppropio'níco 39

Acido Triyod0pr0pio'nico 61

Tetraclorotironina 33

Acido Tetrayodofórmico 77

Acido Triyodofo'rmico 108

Diyodotironína (T2) 100

IsoPrOpil -T2 100

L-tironina 96
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B : ACCION DE NUCLEOTIDOS CICLICOS, NEUROTRANSMISORES Y

PROSTAGLANDINAS SOBRE LA SINTESIS DE ARN

Como ya se menciono',1a funcio'ntiroidea se encuentra bajo la regu­

lacion de 1a TSHhipofisaria. La secuencia de pasos metabólicos en la

accion de esta hor mona involucran su interaccio'n con receptores en la mem­

brana celular, activacion de 1a adenilato ciclasa con subsiguiente formación

de AMPc. Pero este nucleótido cíclico no es u'nico en su capacidad de esti­

mular 1a tiroides. Se ha demostrado que otro nucleótido cíclico, el GMPc,

es capaz de estimular la biosfntesis de proteínas tiroideas, tanto invivo

(Pisarev y coll971a),como in vitro(DeNayer,1973). Existe en 1a tiroides 1a

enzima encargada de catalizar la formacio'n del GMPc,1a guanilato ciclasa

(Barmasch y c01,1973) aunque su accio'n no es regulada por 1a TSH sino por‘

el sistema coline'rgico(Yamashita y Field,1972). Es por ello qiie resultaba

de intere's analizar el papel de estos dos nucleótidos enla síntesis de ARN

tiroideo.

ACCION DE LOS NEUROTRANSMISORES Y SUS BLOQUEANTES

La figura 6 muestra 1a accio’nde diferentes bloqueantes sobre la

estimulación de 1a sintesis de ARN causada por la TSI-I.Puede observarse

que sólo 1a adicío'n de 1 mM fentolamina, b10queante de tipo alfa-adrene'rgico,

inhibio’completamente la accion de la TSH,en tanto que el b10queante de

tipo beta-adrenérgico, pr0panolol , y el inhibidor coline'rgico , atrOpina, no.

alteraron 1a reSpuesta a la hormona.



FIGURA 6

ACCION DE BLOQUEANTES DE NEUROTRANSMISORES SOBRE LA

SINTESIS DE ARN , ESTIMULADA POR TSH.
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Los cortes de tiroides se preincubaban 60 min con las sustancias efec­
toras y luego la incubación proseguía por otros 60 min, con el marca­
dor radiactivo. Cada valor es el promedio de 4 cortes de tejido il D. S.
* Estadísticamente significativo, p<0.001. La TSI-Ise usaba a 150 mU/ml
mientras que la fentolamina, el propanolol y la atr0pina se usaban a una
C°ncentraCíón de 1 mM- La radiactividad específica de los testigos
era, 997 i110 cpm/mg.
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En otra serie de experimentos se estudio'la accio'n de diferentes

drOgas sobre la marcacio’n de ARN a partir de 3H-uridina. La carbamil­

colina, mediador coline‘rgico. en una concentracio’n de 1 mM.Pr°duj_° una

marcada estimulacio’n (mayor del 300%),quefue,totalmente ahonda P°r la

adicioñ simultánea de l mM atr0pina. La norepinefrina, tambien en una

concentración l mM, aumento' en un 400%la marcacio'nde ARN. Por su parte,

el FNa, en dosis de l y 5 mM,causo'un progresivo aumento de este para’me­

tro(figura 7).

ACCION DE LAS PROSTAGLANDINAS

El papel de las prostaglandinas en la regulacion de la funcio'ntiroi­

dea, y e5pecialmente en el mecanismo de accion de la TSH, es aún objeto

de contr0versia. Como se analizara'en mayor detalle en la seccion Discu­

sion,las opiniones se dividen entre quienes les atribuyen un papel en la

accio'n de la TSH,hasta quienes les niegan toda relevancia. Por ello era

de gran intere's analizar el probable efecto de las prostaglandinas en la

regulacio'n de la sintesis de ARN.Para ello se diseñaron dos tipos de expe­

rimentos. En una primera serie se estudio'la acción de dos inhibidores de

la enzima prostaglandina síntetasa, aSpirina e indometacina, sobre el efecto

estimulante de la TSH. En otra serie se estudio' directamente la accio'n

de las diferentes prostaglandinas.

En el cuadro lO se muestran los resultados obtenidos con el primer

tipo de experimentos. La adicio’nde TSH produjo una estimulación siginífí­

cativa de la sintesis de ARN(173 % con 50 mU/ml y 325 % con 150 mU/ml)



FIGURA 7

ACCION DE NEUROTRANSMISORES SOBRE LA MARCACION DE ARN
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Los cortes de tiroides se preincubaban 60 min con las sustancias efec­
toras y luego 1 uCi/ynl de 5- H-Uridina,(28, 3 Ci/mmol ), se agregaba
y 1a incubación proseguia por 60 min. Cada valor es el promedio de 4
cortes de tiroides :1 D. S. Los testigos se toman como 100%.

: p<0. 001
de los testigos era de 2219i 230 cpm/mg.
*Estad1’sticamente significativo . La actividad especifica

6L ­
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CUADRO 10

PAPEL DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA INCORPORACION DE

3H-URIDINA A ARN

Expto Tratamiento ARN (cpm/ mg) ‘%Testigo p< \

A Testigos 991 i 110 _ _

PGEl 25pg/ml 1064 i 143 106 n.s.

cafeínal mM 2198 i 245 221 0.001

cafeína + PGEI 2297 i 632 231 n. s(a)

TSH 150 mU/ml 3220 i 534 325 0.001

TSH + aspirina lOOpg/ml 3784 i 278 385 o. oo1_

B Testigos 44o: 50 _ _

TSH 50 mU/ml 765 i 123 173 0.005

TSH + indometacina 5pg/ml743 i 78 169 0.001

Cada valor es el promedio de cuatro cortes de tejido il D.S.
(a): estadísticamente no significativo comparado con cafeína 1 mM
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que no fue alterada por la adicio'n de los inhibidores de la préstaglandína

sintetasa, a5pirina e indometacina. En cambio, cuando se incubo’en presen­

cia de 25 ug/rnl de PGEI, con o sin agregado de cafeína 1 mM, no se encon­

tro, estimulacio'n alguna. Es de hacer notar que 1a cafeína per se, tuvo un

marcado efecto estimulante.

En otro grupo de estudios se anali zo,1a accio’nde diferentes prosta­

glandinas(A1,Él, F1 alfa y anlfa) sobre la incorporacio’n de 3l-I-uridina a

ARN.Se utilizaron dosis variables entre 5 y 50 ug/ml, con o sin el agregado

de cafeína 1 mM. Pero en ninguna de _.estas condiciones se logro’demostrar

un efecto. Los resultados de un ti'pico experimento se muestran en el cuadro

11.

Esta accío'n negativa de las prostaglandinas sobre 1a síntesis de ARN‘

podia explicarse porque estos compuestos no juegan un papel enla misma.

Pero existia 1a posibilidad de que, con tejido bovino y en nuestras condiciones

de incubacio'n,1as prostaglandinas carecieran de efecto. Trabajos previos

de Rodesch y col(1969) demostraron que 1a PGEI tiene un marcado efecto

estimulante sobre 1a organifícacio’n del yodo. El cuadro 12 muestra que tanto

1a TSH como la PGE1 causaron un siginficativo aumento en este parametro

en nuestros cortes de tiroides bovina.

ACCION DE AMPc Y DE GMP:

En trabajos anteriores(Pisarev y col. 1970a,Pisarev y col.197la)/se '

habi'a demostrado la accioln de AMPc y de GMPc sobre la biosíntesis de pro­

teinas tiroideas. Adema’s,TSH y norepinerfina por un lado, y carbamilcolína
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CUADRO 1 1

ACCION DE DIFERENTES PROSTAGLANDINAS SOBRE LA SINTESIS

DE ARN

Tratamiento ARN (cp m/ mg)

Testigos 525 i ‘30

PGE1 577 i 40

PGAI 551 i 124

PGFIK 570 i 28

PGong 582i 64

Cada valor es e1 promedio de cuatro cortes de tiroides i D.S. Las
prostaglandinas fueron utilizadas en una concentracio’n de 5 ¡ig/ml.
Las incubaciones se realizaron en presencia de 0. 3 pCi/rnl de 3H­
uridina, (28, 3Ci/ mmol), durante 60 min.

CUADRO 12

ACCION DE PGEI Y DE TSH SOBRE LA ORGANIFICACION DEL YODO

Tratamiento PB1251(%total) % de testigos p<

Testigos 4, 8 i 1,1 — —

TSH 5 mU/ml 8,8 i 1, 2 183 0. 01

PGEI 25 ug/ml 10, 6 i 2,1 221 0. 01

Cada valor es el promedio de cuatro cortes de tiroides i .1 D.S.



y FNa por el otro, eran capaces de aumentar la síntesis de ARN.Por lo

tanto se decidio’estudiar 1a accio'n de AMPc y GMPc sobre este para’metro.

La figura 8 muestra la accio'n de AMPc y GMPc, en una concentracioÏul mM,

sobre la incorporaciOn de 3H-uridina a ARN.La accion estimulatoria de

estos compuestos fue inhibida totalmente por la adicioïi de actínomicina D

(4,.1g/ml), y no fue reproducida por 5'AMP o S'GMP. El hallazgo que 1a

actinomicina'D inhibe la accio'n de AMPc y GMPc indicaba que el efecto

de estos compuestos tiene lugar en una etapa pretranscriptacional y/o

transcriptacional. En apoyo de una acción pretranscriptacional son los

datos que muestran un aumento en la radiactividad aÏcidosoluble, que con­

tiene los nucleótidos precursores(cuadro 13).Resultados preliminares de

nuestro laboratorio, por otra parte,han mostrado que tanto el AMPc como

el GMPc aumentan el porcentaje de la radiactividad en la zona correSpon­

diente a UTP en el cromatograma. En tanto que los testigos(inCubados con

cafeínal mM) mostraron un %de UTP' de 2, 4 i 0, 4,105 cortes incubados

con AMPc dieron valores de 4, 9 il, 3( p< 0. 001) y los de GMPc de 5, 3 i

0, 5 (p< 0. 005).

La posibilidad de que los nucleotidos c1’clicos actuaran estimulando

la entrada del precursor marcado a las células, fue descartada en los experi­

mentos que se muestran en el cuadro 14.Se observa que bajo condiciones

en que la marcacio'n de ARNestaba significativamente aumentadalla entrada

de 3H-uridina a la célula sólo lo estaba leve y no significativamente, sin

explicar el mayor aumento de la actividad eSpecifica del ARN.



ACCION DE AMPC y GMPC SOBRE LA INCORPORACION DE

A ARN

FIGURA 8

3H- URIDINA

ARN
cpm/ mg í

1000 .

c me ¡no ¡wc cat ara s‘mv fouro
M :1Aaa

Actinomicína D 4pg/ml. Cada valor es el promedio de cuadrúplicados
¿113.5%

CUADRO 13

: p<0. 001 , cuando se comparaban con los testigos.

ACCION DE LOS NUCLEOTIDOS CICLICOS SOBRE LA INCORPORACION
3

DE H- URIDINA A LA FRACCION ACIDO SÓLUBLE

Tratamiento ARN (cpm/ mg) p< APC soluble p (
cpm/ mg tej.

Test'igos 4350 i 820 _ 492 i 43 _

AMPC 1. 5 mM 7990 i1240 0. 001 905 i 93 0. 001

GMPC 1. 5 mM 8100 i 700 0. 001 1036 i172 0. 001

Cada valor es promedio de 4 cortes de tejido, incubados durante 2 horas
con 1 mM de cafeína y 1. 4 uCi/ml de urídína-G-3H
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ACCION DE LOS NUCLEOTIDOS CICLICOS SOBRE LA ENTRADA DE

CUADRO 1 4

3
H-URIDINA A LA CELULA E INCORPORACION A ARN.

Tratamiento Captacián de uridina
Cpm/mg tejido

ARN (cp m/ mg)

Testigos (lmM
cafeína)
AMPC 2 mM

GMPC ZmM

1305

1558

1587

2131i 376

4062: 336

3925i 575

Cada valor es el promedio de cuadríplicados. El período de mar­
. Í .cac10n era de 120 m1nutos.
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Si bien ambos nucleótidos c1'c1icos(AMPcy GMPc) tenian acciones para­

lelas, sus efectos no eran aditivos. La figura 9 muestra un tipico experi­

mento realizado utilizando 1 mM de ambos compuestos, aunque los mismos

resultados fueron obtenidos en otros experimentos con dosis menores.

ACCION DEL CMPc

Nuestros resultados, asi como los obtenidos por otros investiga­

dores, indican que la tiroides es un sistema en que tanto AMPc como

GMPc tienen efectos paralelos. Este sistema de regulacio'n es similar, en

este aspecto, a1 de las células leuce'micas L-1210.En estas u'ltimas 1a

accio'n de estos dos nucleótidos es contrabalanceada por un 3er nucleótido,

el 3'5' citidin monofosfato ciclico(CMPc)(Bloch y col,1974). En los experi­

mentOS que se describen a continuacio'n se analizo'la accian de este nucleo;

tido ci'clico sobre la biosintesis de proteínas y ARN tiroideo.

El cuadro 15 muestra 1a accio'n del CMPc sobre 1a incorporacion

de 3H-uridina a ARN y ala fraccion APC soluble. En condiciones basales,

dosis progresivas entre 0, 35 y 1, 5 mM produjeron un escalonado descenso

en ambos paralmetros. Se estudio’entonces la influencia del CPMc sobre 1.a

estimulacio’n tiroidea. El cuadro 16 muestra el efecto de 0, 2 mM.Esta

dosis b10queo'tota1mente la accion de la TSHpese a que esa misma dosis

no tenia efecto significativo sobre los valores basales de ARN. Asimismo

el CMPc bloqueaba 1a accio’n del AMPC sobre la incorporacion de 3H-Uri­

dina a la fraccio’n APC soluble y a la de ARN(cuadro 17). Por otra parte,

como se ve en el cuadro 16, 1a accio'n del GMPC fue también inhibida por
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FIGURA 9

ACCION DE AMPc Y GMPC SOBRE LA INCORPORACION DE 3H-URIDINA

A ARN

ARN
cpm/ mg

15000

*ÏI"

10000 .

5000 >

T AMPc GMPc Ahípc
GMPc

Cada valor es el promedio de 4 cortes de tiroides il D.S.

* z estadísticamente significativo p 0. 001 . El medio de incuba­

cion contenía lmM de cafeína o 1 mM de isometilbutilxantina(MIX).

La concentración de los nucleótidos eral rnM.



ACCION DEL CMPC

CUADRO l 5

SOBRE LA INCORPORACION DE 3H-URIDINA A ARN

70. ­

Tratamiento ARN( cpm/ mg) p< APC soluble p<
(cpm/mg tej.)

Testigos 4351i 827 492 i 48

CMPC o. 35 mM 1415i138 0.001 250 i 28 0.001

0.70 niM 908 i 97 0.001 224 ¿13 0.001

1. 50 mM 717 i 74 0. 001 212 ¿13 0. 001

Cada valor es promedio de cuatro cortes de tiroides +1 D.S.
Las incubaciones se realizaron en presencia de cafeína l mM.
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CUADRO 16

ACCION DELCMPC SOBRE LA ESTIMULACION POR TSH Y GMPC

DE LA INCORPORACION DE 3H-URIDINA A ARN

Experimento Tratamiento ARN (cpm/ mg ) p<

A Testigos 568 + 53

TSH 50 mU/ml 733 i 49 0. 01

TSH + CMPC 0. 2 mM 462 + 20 n. s

B Testigos 2183i 311 _

GMPC 0. 5 mlN/I 3849 i 316 0. 001

CMPC 0. 2 mM 1885 i 238 n. s

GMPC i CMPc 1750 i 178 n. s

Los valores son promedio de cuatro cortes de tiroides +1 D. S.
A: experimento realizado con tiroides bovina, en USA.
B: experimento realizado con tiroides bovina en Argentina.



_‘CUADRO17

ACCIONDELCMPcSOBRELAESTIMULACIONPORAMPC

Incorporaciónde3H-uridina

3I-I-leucinaATAprecip

cpm/ugproteina

Tratamiento

ARN(cpm/mg)

P<

APCsoluble

Cpm/mgtejido

P<

Testigos3982297i110 AMPC0.7mM5163297i177 CMPC0.7mM199610i80 AMPc+CMPc196850i74

o.001a 0.001a O.001a,b

173i14 237¿12

0.001 0.001 0.001

3

LosvaloresdeH -leucinasonpromediodetriplicadoscercanosylosdeH-uridinason cuadruplicados+1D_s,Lascomparacionesestadísticasfueronhechasconlostestigos(a)o conAMPc(b).

3
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el CMPc. Es de destacar que,bajonuestras condiciones de incubacio'n

la incorporacio’n de 3H-leucina a proteinas tiroideas era lineal con el

tiempo(figura 2).

ACCION DE LA GLUCOSA SOBRE LA INCORPORACION DE 3I-I-URIDINA

A ARN

Como ya se menciono',trabajos previos de otros autores( Hall,19b3;

Hall y Tubmen,l965;Lindsay y col,l9ó9) demostrat'on que la glucosa tiene

un efecto estimulatorio sobre 1a incorporacion de precursores marcados

(adenina, formato, orotato) a ARNtiroideo. Estos autores postularon que

probablemente esta accio'n es debida a un aumento de la activ1dad de la via

metabólica de hexosamonofosfato, que provee el PRPP necesario para la

ulterior sinteSIS de los nucleótidos precursores de ARN.Sin embargo,una

explicamolnalternativa seri'a que el factor limitante de este proceso fuera

la disponibilidad de ATP, necesario para las fosforilaciones celulares, y que

la aceio'n de la glucosa, fuera ejercida a trave’s de la produccio'n de ATP. El

cuadro 18 muestra que la adicio'n de glucosa,en dosis entre 4 y 24 mM, pro­

ducía una progreswa estimulacion de la incorporacio'n de 3H-ur1dina a

ARN.Este electo no fue alterado por la adicio’n de dinitrofenol,l mM. Cuando

Cuando se analizó la accioi'i de la glucosa 8 mM, se encontró'

(cuadro 19), que se producía un aumento , tanto en la radiacïívidad pre­

sente en la fracción alcidosoluble (nucleótidos precursores), como en

la del ARN. Esta accion de la glucosa es similar a la observada por

Lamy y col. 1971, con TSI-I.
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CUADRO 18

ACCION DE. LA GLUCOSA SOBRE LA INCORPORACION DE 3H- URIDINA

A ARN

Tratamiento ARN
% de testigos

Testigos 100ilZ

Glucosa 4 rnM 151 ¿19

Glucosa 8 mM 241i 23

Glucosa 16 mM 305 i 23

Glucosa 24 mM 366 i 21

Dínitrofenol 1 rhM 20 i 5

Dinitrofenol + glucosa 8 rnM 260 il?

Cada valor es promedio de 4 cortes de tejido il D.S.



CUADRO 19

ACCION DE LA GLUCOSA SOBRE LA INCORPORACION DE 3H-URIDI­

NA A ARN Y FRACCION ACIDO SOLUBLE

Tratamiento APC soluble ARN (Cpm/ mg)
cp m/ mg tejido

Testigos 88 +18 3165i 446

Glucosa 8 mM 172 i 27 6242 i 574

Cada valor es promedio de triplicados cercanos. Las incubaciones
se realizaron en presencia de cafeí’nal mM.
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7-6.

PAPEL DEL CALCIO

Se ha propuesto que el Ca++ juega un importante papel en la accio’n

de diferentes hormonas(Rasmussen y col,l975;Berridge,l975). En algunos

sistemas ha sido vinculado a la elevacio’n del GMPc causada por 1a carbamil­

colina. Se decidio' estudiar el papel del Ca++ en la regulacio'n de la sintesis

de ARN.Para ello se incubaron los cortes de tiroides en tres diferentes

medioszKRB usual;KRB preparado sin la adicio’nde ClZCa(produciendo lo

que llamaremos depleción "leve" de calcio)(KRB-Ca++);y KRB sin calcio

al que se agregd el quelante EGTA en una concentracio'n 2 mM, produciendo

lo que llamaremos depleción "severa" de calcio(KRB-Ca++ + EGTA). Los

cortes de tiroides fueron incubados en las diferentes condiciones durante

30 minutos, utilizando como estimulantes la TSH, el AMPC y el GMPC.Duran­

te 60 minutos se marco) con una dosis trazadora de 3H-uridína.

El cuadro 20 muestra que cuando los cortes de tiroides fueron some­

tidos a una deplecio'n "leve" de Ca++ ,la sintesis basal de ARN disminuyo’

leve aunque no significativamente. Bajo estas condiciones la reSpuesta a TSI-I.

AMPCy GMPCestaba notablemente disminuida pero era aun significativa

comparada con les testigos. Cuando los cortes fueron incubados en condicio­

nes de deplecio'n "severa" de calcio,la sintesis basal de ARNestaba signifi­

cativamente disminuida, en tanto que la re5puesta a TSH,AMPC y GMPC

estaba total mente abolida.



CUADRO 20

INFLUENCIA DEL Ca++SOBRE LA ESTIMULACION DE LA SINTESIS

DE ARN POR TSH, AMPC Y GMPC.

Solucio'n de
Incubacío'n Testigos AMPC GMPc TSH

KRB 1312i 263 5652 i263 6451:856 5291i682

'KRB- ca++ 1225 i 146 1911i 27o 1616:193 2299i 53
++

KRB-Ca 912¿19o 1052¿142 1089i 268 938i 248
+EGTA ZmM

77.

Los resultados se expresan como Cpm/mg ARN y cada valor es promedio

de 4 cortes de tiroides il D. S. Todas las soluciones contenían 0.1 mM de

MIX(isobutílmetilxantina), La concentracion de los nucleotídos cfclicos

era de lmM, 1a de TSH 50 mU/ml. La incorporacion sin Ca++fue signifi­

cativamente menor (p<0.001)que en su presencia, y con EGTA fue signifi­

ficativamente menor que KRB- Ca++( p(0. 01o menos). La estimulación

(TSH,AMPc y GMPc) fue significativamente mayor que '105 controles

. ++
(p<0. 01 o menos), en KRB con osm Ca , pero no era significativa en

el grupo con EGTA.



78. ­

En otra serie de experimentos se analizo'la influencia de la deple­

cion "leve" de calcio sobre la estimulación conl mM norepinefrina. Como

puede apreciarse en el cuadro 21la ausencia de Ca++ en el medio de incu­

bacion no efecto’en absoluto la accio'n de la norepinefrina sobre la sintesis

de ARN tiroideo.

Microsc0p1'a electro'nica(gentileza de la Dra. Beatriz Molinari de Rey, CNEA)

Bajo la deplecion "leve" de calcio se observaron discretas altera­

ciones enla estructura tisular, tales como condensacio'nde las mitocondrias,

y del reticulo endopla’smico rugoso. En cambio, en los cortes incubados en

condiciones de deplecidn "severa" de Ca++ se observaron llamativos cambios

Habia desorganizacio’ncelular y alteracíon de las estructuras subcelularesí'

las células habian perdido gran parte de sus conexiones intercelulares,

las membranas mostraban ima'genes de plegamiento y, a veces, pe'rdida de

la continuidad. Las mitocondrias mostraban una profunda condensacio’n

y los núcleos estaban muy hinchados, desplazando a los otros componentes

celul are s.



CUADRO 21

INFLUENCIA DEL Ca++EN LA ESTIMULACION POR NOREPINEFRINA

ARN(Cpm/rng) Voestimuladán ] p <
l

79.

Tratamiento i

Testigos 24101180 _ _

Norepinefrína lmM 4.178+ 534 174 0. 001
++ ‘

KRB - Ca 2010i 543 _ _
++

KRB - Ca + 3918 + 217 196 0. 001 (a)
Norepinefrina _

Cada valor es promedio de 4 cortes de tejido :1 D. S. . (a) comparado
, . ++

con testlgos con y sm Ca.
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PARTE II

ESTUDIOS CON TIROIDES CANINAS

Con el objeto de demostrar un efecto de la TSH sobre el proceso

de transcripcio’n se realizaron estudios con cortes de tiroides bovina

incubadas con KRB bajo diferentes condiciones experimentales. Lamenta­

blemente no fue posible demostrar un efecto de esta hormona sobre la

transcripcio'nde núcleos aislados provenientes de cortes de tiroides in­

cubados previamente con la TSH.Esto concuerda con las publicaciones

realizadas _hastael presente en otros tejidos. Los estudios publicados en

la literatura muestran que es posible demostrar un efecto hOrmonal sobre

"in vivo"(Jungmann y Schweppe,la transcripcio'n solo si se inyecta la hormona

1972;.Iungmanny col,l974 en ovario;Fuhr man y Gill,1974, en adrenal;

Farese y Schnure, 1967,en adrenal;Hardin y col,l976, en u'tero;J'anne y

col,l976, en riñámMishra y Feltham, 1975en riño’mpegg y Korner,l965,

en hígado;Piantadosi y col, 1976,en bazo ). La unica excepcio’n la constituye

el trabajo de Adiga y col. (l97l)en que se demuestra una accion "in vitro"

de TSH en cortes de tiroides porcina.

Es por ello que se alocir'llo" estudiar el efecto de la TSH " in vivo"

utilizando perros como animales experimentales. En estudios preliminares,

se caracterizo’ el sistema en lo que reSpecta a tiempo optimo de incubaciorn,

cantidad de nucleos en la misma, concentracian olptima de nucleotidos, etc.

La figura lO muestra la curva de requerimiento de Mn++ del sistema. Se

encontro, que la incorporacio/n era optima con una concentracio’nl mM de

C12 Mn.
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FIGURA 10

' ++
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE Mn
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Los resultados se expresan como epm de UMP incorporadas a ARN
por 36 pg de ADN nuclear.



La transcripcio'n de ADNa ARN tiene lugar por accio'n de las en­

zimas ARN polimerasas(l, H y III), recientemente aisladas de tiroides

bovinas por Spaulding(l977).La actividad transcriptacional debida a cada

una de estas enzimas puede ser estimada en base a su diferente sensi­

bilidad ala alfa-amanitina(Weil y col,l977). La figura 11muestra la

curva obtenida incubando nucleos tiroideos en presencia de cantidades

crecientes de.alfa-amanitina. Esta droga produjo una progresiva dismi­

nucio’n de la transcripción, llegando a una meseta con alrededor de 4

¡lg/ml. Esta inhibicion era debida al bloqueo de la enzima ARN polime­

rasa II, involucrada enla síntesis de ARN mensajero. En algunos expe­

rimentos pudo observarse una segunda caída de la actividad transcrip­

tacional con mayores concentraciones de alfa amanitina. Esta última

caída probablemente se debe a una inhibicio’nde la ARNpolimerasa

III, que existe en pequeña cantidad en tiroides(Spauldíng,l977)y' ba sido

involucrada en la síntesis de ARNs de bajo peso molecular(ARN-t y

ARN-r de bajo peso molecular)(Weinman y Roeder,1974). La ARN poli­

merasa I,vinculada a la sintesis de ARN-r, es resistente a laalfa-ama­

nitina. De esta manera, utilizando la diferente sensibilidad a alfa-armani­

tina fue posible estimar 1a actividad debida a ARN polimerasa II(inhibi­

da por 4 ¡ig/ml) y 1a de las ARN polimerasas I + III (resistentes a esa

concentración).

El cuadro 22 muestra el efecto de la TSI-I,administrada 90 minu­

82.
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CUADRO22

LATSHSOBRELATRANSCRIPCIONENNUCLEOSAISLADOSDETIROIDESCANINA

Tratamiento

a

Actividadtotal

1234

ARNpolimerasaII
l23í

b

ARNpolimerasaI+III

123

4

C

Testigos
TSH "losobre testigos "/opromedio

174236216461970 190910511534794
298483822997460 4148135424259129

9536469145

*

.168

83225712061338 8'70369193982
2.11750719585410 306286717546526

20436975124

*

193

910110440
103969

867331341

63?

234812

2025

10864876712603

0357.50

**

155

220

LosresultadosseexpresancomocpmdeUMPincorporadasaARNpor40ugdeADN:promedio deduplicadoscercanos.

a-Actividaddetempladoendo’genomenosblancoatiempocero. b -Actividadtotalmenosactividadalfaamanitínaresistente. c-Actividadalfaamanitinaresistentemenosblancoatiempocero.

“Testdesignificacióncalculadosegunanálisisdevariancia(Modelodeefectolfijo)*p<0.003

Mp<o.001
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tos antes "in vivo", sobre 1a transcripcion de .mícleos aislados posterior­

mente. Puede observarse que 1ahormona aumentó significativamente la

actividad transcriptacional total, asi como 1a sensible a alfa- amanitina

(ligada a ARNpolímerasa II ) y la resistente al octapéptidouigada

a las ARNplimerasas I y III)Este aumento de 1a transcripción causado

por 1a administracio’n de 1a TSH , puede ser debido ya sea a un aumento

de 1a diSpOnibilidad de templado (ADN), a un aumento de la actividad de

las enzimas resPectivas . ARNpolimerasas, o a ambos mecanismos.

Con el objeto de aclarar este asPecto de 1a accion hormonal se realizaron

estudios incubando los núcleos con actinomicinaD.

. Esta droga b10quea1a transcripcion unie'ndose a los grupos deri­

guanosina del ADN.Si en esas condiciones se agrega un exceso de tem­

plado sintético que no posee deoxiguanosina, en nuestro caso poli(dA. dT),

es posible medir 1a actividad transcriptacional con las enzimas endóge­

nas ARNpolimerasas como factor limitante. El cuadro 23 muestra los

resultados obtenidos en un experimento de este tipo. Los núcleos fueron

incubados en presencia de 50¡ig/m1 de actinomicina D.En presencia

de esta concentración del inhibidor casi no hay actividad transcripta­

cional endo'gena.La adición de cantidades crecientes de templado sin­

tetico poli (dA.dT) determina un aumento lineal de la incorporacio’n

de la radiactividad a ARN,llegando a un ma'ximo con una concentracio’n

de 2 U de DO/ml(ver figura 12).Cuando se analizaron los núcleos obteni­
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CUADRO 23

ACTIVIDAD TRANSCRIPTACIONAL CON TEMPLADO SINTETICO

EXOGENO

(a)
Tratamiento Incremento neto en actividad

de ARNpolimerasa

Exptoo l .2. .3. í

Testigos 9251416 3053 4378
1478 805; 2090 5316

'I'SH 1811 2843 2861 8703
1868 2318 2564 10954

% sobre 53 132 5 103
testigos

“¡opromedio 763003

Los resultados se expresan como cpm de UMPincorporadas a ARN

por 40 pg de ADN : promedio de duplicados cercanos.

Test de significacio’n calculado segun análisis de variancia (Modelo de
**

efecto fijo) p(0. 001

(a)- Actividad sintética en presencia de poly (dA-dT), menos actividad

en presencia de 50¡ug/ml de Actinomícina D.
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REQUERIMIENTO DE TEMPLADO SINTETICO

I l I
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"'pon (dA.dT) (unidades 'de Do7m1)

Los resultados se expresan como cpm de UMP incorporadas

a ARN por 31 ¡1g de ADN.
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dos de tiroides de perros testigos y tratados con TSI-Ise observó

que 1a actividad total con templado endo’geno(valedecir actino­

micina D ni templado sintético) estaba aumentada alrededor de 170

% luego de 1a administracio'n de TSH.Cuando 1a misma actividad

fue medida con templado sintético, el incremento debido a la admi­

nistracio'n de la TSH fue del 76%.
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A ACCION DEL YODO Y COMPUESTOS YODADOS

Los presentes resultados proveen una base bioquímica para

la accio’n terape'utica del yodo en el tratamiento del bocio. A este

re5pecto merece destacarse que recientemente se demostro'que el

contenido de ARN está aumentado en tiroides de personas con bocio

y que los valores disminuyen luego del tratamiento con aceite yodado,

coincidiendo con 1a mejoria clinica del boci0( Nicolau y col, 1974 ) _

Aunque el yodo, y compuestos yodados,han sido utilizados con e'xito en

el tratamiento de estas afecciones no se tenía,hasta el presente, una

explicacío'n clara de su mecanismo de accion. Durante mucho tiempo

se acepto, que el solo sitio de acción de estos compuestos(hormonas

tiroideas fundamentalmente) era a nivel hipofisario, frenando 1a secre­

cio'n de la TSH.Sin embargo, estudios posteriores demostraron que si

bien en algunas zonas de endemia bociosa la TSH sue'rica esta, elevada,

(Delange y col, 1975 ) en otras solo lo esta' moderadamente(Pisarev y

coll970b),por lo que la accio'nde estos compuestos deberia ejercerse.

adema's, a otro nivel. A este reSpecto resulta de intere’s destacar que

se ha demostrado que, en ratas sometidas a una crónica deficiencia

de yodo, la tiroides es hipersensible ala estimulacio'n con TSH,por

lo que dosis consideradas "fisiológicas" pueden llegar a causar bocio

(Bray,l968).

Nuestros estudios demuestran que el efecto del yodo y compues­

tos yodados tiene lugar directamente sobre la ce'lula tiroidea. Las dosis
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utilizadas coinciden con las empleadas farmacolo'gicamente en el ser

humano. El yodo y los compuestos yodados tienen dos acciones clinicas

manifiestaszuna, ostensible en forma mas o menos ra'pida como es la

inhibicio'n de la secrecio’n de las hormonas tiroideas y el b10queo de

la organificacio'n del yodo(efecto Wolff-Chaikoff), y la otra, ma's lenta,

como es la disminución del tamaño del bocio. Los resultados aqui pre­

sentados se relacionan fundamentalmente con este ultimo a5pecto de

la accio'n del yodo y derivados.

En este trabajo se demuestra que el yodo inhibe 1a síntesis de

ARNtiroideo luego de haber penetrado a la célula y de haber sido or­

ganificado(figura 4). Los estudios realizados utilizando ClO4K y MMI

apoyan esta idea y concuerdan plenamente con los estudios realizados

sobre la biosintesis de proteínas(Pisarev y Aiello,l976).A este reSpec­

to es de destacar que otras acciones del yodo sobre la tiroides compar­

ten la misma caracteristica.Burke(1970a)y‘ Green(l970) encontraron que

la accion del yodo sobre el metabolismo tiroideo es bloqueado por el

ClO4K y el PTU(droga de accion similar al MMI),lo que coincide con

los resultados de Van Sande y Dumont(l973) al estudiar la accio’n del

yoduro sobre la estimulacion de la formacio'n de AMPc por la TSI-I.

Aunque el compuesto intracelular que media la accio'n del yodo

no ha sido aun identificado(algunos autores lo denominan XI),Loscono­

. n . . . .I . - .Cimientos prev1os acerca de la fisiologia t1r01dea sugieren que se trata­
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ria de una sustancia relativamente abundante en la glandula, y cuya sín­

tesis seri'a paralela,hasta un cierto grado, a la concentracio’nintrace­

lular del halo'geno. Existen en tiroides dos tirosinas(MIT y DIT) y dos

tironinas(T3 y T4) que satisfacen estas condiciones. Las primeras no

pueden ser consideradas como intermediarias en la accion del yoduro

dado que existen en la tiroides 1a enzima re5ponsables de su deahalo­

genacio’njtirosina-dehalogenasa) que actua sobre estos compuestos,libra’n­

doles de su yodo. En cambio las yodotironinas pueden ser postul adas

como mediadoras de esta acción. Los resultados aquipresentados mues­

tran que la T por ejemplo, es capaz de reproducir la action inhibitoria4.

del IK sobre la sintesis de ARN.Esta accion es demostrable utilizando

dos precursores diferentes de la sintesis de ARN( 3I-I-uridina y 3213),

así como distintas te'cnicas de extraccio'n de ARN(figura 5). Por otra

parte las yodotironinas mostraron tener mayor potencia inhibitoria

que el IK(cuadro 6). Todos estos resultados muestran que la accio'n

del IK y de las yodotironinas,tanto sobre la biosintesis de ARN como

sobre 1a de proteí nas(Pisarev y Aiello,1976)poseen caracteristicas

comunes.

POr otra parte, en coincidencia con estudios sobre la biosintesis

de protein as(Pisarev y Aiello,1976) y sobre la secreción de las hormo­

nas tiroideas(Pisarev y col,l971b),se encontró que el IK inhibe la estimu­

laciojn de estos para'metros causada por TSH y nucleótidos cíclicos. Todos

estos resultados señalan que la accio'n inhibitoria del IK( y de su mediador



intracelular) tiene lugar en un paso bi0qu1'micoposterior a la formación

de AMPc y GMPc. Esto no excluye otros posibles sitios de accio'n, tal

como fue postulado por Van Sande y Dumont(1973) al estudiar la accioln

del IK sobre la formacio'n de AMPc estimulada por 1a TSH.Sin embar­

go, no está aclarado aún donde actúa el IK para inhibir la síntesis de

ARN.Existen varios sitios o pasos metabólicos posibles:

a) entrada de los precursores de ARN a la ce'lula

b) metabolismo de los precursores

c) polimerizacio'n de los precursores (transcripción)

d) degradacio’n del ARN

Los resultados aqui presentados muestran que el [K no altera

la entrada. de 3H-uridina a la célula tiroidea, en condiciones en que la

marcacio'n de ARN esta significativamente disminuida(cuadro 3). Por

otra parte, no se obervan variaciones en el eSpacio extracelular de

los cortes de tejido que apoyen la idea de un "secuestro" o dilucíó'n

de la urídina en este e5pacio.

El siguiente lugar de acción explorado fue.el de los nucleotidos

de uridina precursores de ARN.Nuevamente no se encontró diferencia

en las distribución de nucleotidos en el cromatOgrama( cuadro 4). Esto

indicaria que el efecto del yoduro tiene lugar en un paso biOquïmico

posterior a la fosforilacio'n de la uridina. En cierta medida otros resul­

tados obtenidos tambien ap0yan este punto de vista . Hemos

mostrado que la glucosa tiene un marcado efecto estimulante sobre la
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sintesis de ARN y que ello probablemente se deba a una mayor provi­

sio'n de PRPP para la sintesis de ribonucleótidos(cuadro 18).También

hemos observado que el IK inhibe esta acción de la glucosa, (cuadroB)

En otra serie de estudios, se analizo' el probable efecto del

1Ksobre la degradacio'n del ARN,excluye'ndose este sitio de accio'n

(figura 3).

Todos estos resultados llevaron a postular que el yoduro, media­

do por un compuesto orga’nicode yodo( tironinas?), inhibe la síntesis

de ARN a nivel transcriptacional. Sin embargo cuando se midio'trans­

cripcioi'i en nucleos aislados de tiroides bovina no se encontro’una

accio'n inhibitoría del IK ni de la T4 (cuadro 5). La falta. de accio'n del

IK era imaginable, dado que ya habiamos demostrado que el halo'geno

no actua per se, sino a trave's de un compuesto orgánico, y en los nú­

cleos aislados faltan los sistemas enzimáticos reSponsables de la

organifícació'n del yodo.Estos resultados son la confirmación de

nuestra hipótesis. La falta de acción de la T4 se puede explicar ya sea

porque este compuesto no es el verdadero mediador de la accio'n del

yoduro, o porque antes de inhibir la transcripcio’n debe sufrir algun

otro tipo de transformado/n. Por analogía con lo que sucede con otras

hormonas de bajo peso molecular(esteroídes)}se penso, en la necesidad

de su unio'nprevia a algun receptor intracelular.A este respecto debe

señalarse que estudios preliminares han mostrado la presencia de
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proteinas en fracciones Subcelulares de tiroides, que unen las hormo­

nas tiroideas con las caracteristicas de un receptor, aunque se ignora

aún su papel en la regulacio’n glandular(Barma.sch y c01,1977).

Por otra parte, este sistema provei'a un excelente modelo para

estudiar la correlacio'n entre actividad biolo'gica (inhibicio'n de la sinte­

sis de ARN)de los yodocompuestos, y modificaciones en su estructura

quimica. Si bien cabe reconocer que el numero de los compuestos ana­

lizados hasta el presente es limitado, nos permite extraer algunas con­

clusiones en lo que respecta a requerimientos minimos de estructura

para que se evidencie 1a actividad inhibitoria sobre 1a síntesis de ARN

(cuadro 9). La presencia de tres a'tomos de yodo en 1a estructura tir-3níni­

ca parece ser necesaria para la actividad biológica, ya que la L-tironina,

diyodotironina e i50propi1-diyodotironina carecen de efecto. Los átomos

de yodo pueden ser reemplazados por otro halo'genos, cloro en este caso,

con mantenimiento pleno de 1a accio’n inhibitoria. En lo que reSpecta a

la cadena alfa amino, su rol parece ser aleatorio. En tanto existe yodo

en la molécu1a(3 o 4 átomos) su reemplazo por grupos acetilo o prOpio­

nilo (Tetrac, Triac, Tetrapr0p y TriprOp) no altera 1a accio'n inhibitoria.

Cuando, en cambio, se 1a reemplaza por los grupos formilo, su accio'n

disminuye notablemente (caso del acido tetrayodoformico) o desaparece

(a'cido triyodo fo'rmico).
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Todos estos resultados apoyanla hipátesis postulada por diferen­

tes autores acerca de la existencia de un mecanismo autorregulatorio

tiroideo(Halmi y Stuelke,1956;Ingbar,l972). En este mismo sentido cabe

señalar que se demostro que si a un animal hipofisectomizado se lo

somete a una dieta pobre en yodo,es capaz de adaptarse a la nueva situa­

cio'n aumentando la captacio’n de yodo(Studer y Greer,l968). Se cree que

el contenido intratiroideo de yodo(o de algun compuesto yodado) es el

factor determinante de este mecanismo adaptativo. Sin embargo,1a res­

puesta tiroidea a la deprivacio’n de yodo es más lenta en condiciones de

hipofisectomila,lo que indica la importancia de la TSHen este proceso.

Estos mismos autores observaron que en animales enteros sometidos

a una dieta pobre/en yodo,el aumento significativo de la captacio'n tiroi­

dea de yodo, así como del tamaño glandular(bocio) suele producirse en

etapas tempranas,en que los niveles sue/ricos de TSH aun no han aumen­

tado. Coincidiendo con esta observación, Bray(l968) demostrcï que las

ratas alimentadas con dieta pobre en yodo muestran una hipersensibilidad

a la accio’n de TSI-I.En estos estudios, dosis de TSI-Ique no eran capaces

de producir bocio en animales bajo dieta normal, causaban un significati­

vo aumento del peso glandular en los sometidos a dieta pobre en yodo.

Estos resultados,as{como los de otros autores y los nuestros comenta­

dos precedentemente,han llevado al concepto que existe un mecanismo

regulatorio intrilnseco tiroideo,(autorregulacicÏn),que esta vinculado al

con tenido de yodo o de un compuesto yodado intratiroideo(tironinas ?).



96. ­

Cuando la concentrado/n glandular de los mismos disminuye, la celula

tiroidea activa. sus mecanismos(captacio/n,síntesis de hormonas,ARN,

etc), en tanto que cuando estos compuestos aumentan(adrninistracío/n de

yodo o compuestos yodados) la funcio'ntiroidea se deprime( bloqueo de

la organifícacio’n del yodo o efecto Wolff-Chaikoff, inhibicion de la 51/nte­

sis de AMPc¿de la secrecio’n hormonal,de la SI/ntesis de proteínas y

ARN,etc). Los resultados nuestros,asfcorno los de los diferentes auto­

res ya mencionados, señalan que la accion inhibítoría del yodo se ejerce

a trave/s de un compuesto intracelular y orga’nicode yodo.Nuestros resul­

tados apoyan la idea que los re5ponsables de este "feedback" supercorto
. . I I . . .

(retroal1mentac1on) I serlan las mlsmas hormonas t1r01deas.
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B ACCION DE TSH Y NUCLEOTIDOS CICLICOS

Los presentes resultados confirman la accio'n de la TSI-Isobre

la incorporacio'n de 3H-uridina a ARN.Se acepta actualmente que el

mecanismo de accio’nde esta hormona sobre la tiroides involucra su

interaccio'n con receptores e3pec1'ficosa nivel de la membrana celular,

con subsequente activacio'n de la adenilato ciclasa y for macíoïi de AMPc.

Los fundamentos experimentales de este modelo, aplicado a la tiroides,

han sido exhaustivamente discutidos (Schell-Frederick y Dumont,l970;

Tong, 1974). En otros sistemas biolo'gicos se ha demostrado que los

receptores hormonales corresp ondena las características de los llama­

dos receptores alfa o beta adrene'rgicos. Nuestros resultados señalan

que la accio'n de TSH sobre la síntesis de ARN estarïa'ligada a 1a interac- ‘

cío'n con un receptor de tipo alfa adrene'rgíco ya que la fentolamina fue

capaz de b10quearla(figura ó) ', en tanto que el b10queador beta,pr0pra­

nolol no tenía efecto. En lo que hace a este aspecto de la accio/n de

TSHno existe consenso aun en la literartura. Levey y col(1969)obser­

varon que la acumulacio'n de AMPc y la oxidación de la glucosa estímu­

ladas por TSI-Ison inhibídas tanto por el bloqueo de tipo alfa, fentolamina,

como por el pr0pranolol, beta. En cambío- Zor y col(19693) encontraron

que la acción de TSI-Isobre 1a oxidacio'n de la glucosa era inhibída pOr

un b10queante beta, pr0pranolol, pero no por otro, el dicloroiSOprotere­

nol, o por el bIOqueante alfa,fenoxibenzamina-- Estas discrepancias
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pueden ser explicadas por diferenciasexperimentales, así como porque

los parámetros medidos(oxidacio’nde glucosa, acumulación de AMPc,

síntesis de ARN) no son los mismos. Por otra parte la atrOpina no

modificó la accion de 1a TSH,indicando que los mecanismos coline'r­

gicos no jugarían un papel en la accio'n de la hormona(figura 6 ).

Cuando se estudió 1a accio'n de los neurotransmisores sobre 1a

incorporacio’n de 3'I-ï-uridina a ARN se encontrol que tanto la norepine­

frina como la carbamilcolina son capaces de aumentarla. La accio'n de

este último compuesto fue totalmente inhibida por la atropina, indican­

do la relevancia fisiológica del hallazgo(figura 7).Además, dosis cre­

cientes de FNa también aumentaron 1a marcación de ARN. Trabajos

de Yamashita y Field(l972) y de Van Sande y col(1975a) han demostra­

do que tanto la carbamilcolina como el FNa son capaces de aumentar

el GMPc intracelular en cortes de tiroides canina. Por lo tanto la ac- ­

cio‘nde estos compuestos sobre la sintesis de ARN se asemeja a la

del GMPc, tal como se demuestra en esta tesis(vide infra). La norepi­

nefrína, en una concentracion lmM, aumento significativamente la mar­

6
cación de ARN, pero fue inefectiva a 10- M(dato no mostrado). Recien­

temente se ha demostrado que 1a norepinefrina,l mM,produce un aumen­

to de AMPc y de GMPC en tiroides de perro,en tanto que a 10-ó M aumen­

ta sólo a este último nucleo'tido cíclico(Kabak y Spaulding, 1976).Estos

resultados sugerirí'an que, bajo nuestras condiciones ' experimentales,
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la. accio'n de la norepinefrina sería mediada fundamentalmente, a trave's

del AMPc.

El papel de las prostaglandinas en la regulacio'n de la funcio'n

tiroidea es aún terna de controversia. En un intento de demostrar una

accio’nde estos compuestos sobre la incorporacio’n de 3H-uridina a

ARN,realizamos incubaciones bajo diferentes condiciones(cuadro ll).

Bajo ninguna ‘deellas se pudo demostrar una accio'n estimulante. Sin

embargo, bajo similares condiciones de incubacio'n,la PGEI aumentol

la Organificacio'n del yodo(cuadro 12),tal como fue demostrado previa­

mente por Rodesch y col(l969). Por otra parte, y en apoyo a la falta de

accio'n de las prostaglandinas sobre la síntesis de ARN,el efecto esti­

mulatorio de la TSH no fue alterado por la adicio'n de asPirina o indo­

metacina, ambos inhibidores de la prostaglandina sintetasa(cuadro 10).

Estos resultados concuerdan con los de Wolff y Moore(1973) quienes

estudiaron el efecto de la indometacina sobre la Oxidaciohde glucosa,

secrecíon hormonal y actividad de adenilato ciclasa estimuladas por

TSH.Por lo tanto cabe concluir de nuestros'resultados que las prosta­

glandinas no jugarïan un papel en la regulación de la incorporacion de

3H-uridina a ARN tiroideo. Otros autores han postulado que las pros­

taglandinas esta'n implicadas en la regulación de la oxidacio’nde la glucosa
, _ 32

y estimulacion de la adenilato ciclasa, pero no en la inc0rporacion de P

a fosfoh’pidos, (Zor y col. 1969 a). Onaya y Solomon,(l970), encontraron

que la PGEI estimulaba la formación de gotas de coloide y la'liberacion
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de I . . Sin embargo,Wolff y Moore(l973) concluyen que "la sinte­

sis de prostaglandinas no es un paso obligatorio en la activacío'n de

1a oxídacío'n de la glucosa,la secrecio'n hOrmonal y 1a formacio’n de

AMPc" por la TSH. Esta Opinio'ncoincide con 1a de Mashiter ycol(l974).

Los datos contradictorios de la literatura hacen difícil aún una conclu­

sio'n acerca del papel de las prostaglandinas en la regulacio'n tiroidea.

Por ejemplo, se ha demostrado que la PGEI aumenta los niveles de

AMPc tiroideos(Mashiter y col,1974;Sato y col,l97Z;Van Sande y Du­

mont,l973). Para explicar estas discrepancias se han postulado diver­

sas hipótesis. Haye y col(l974) sugirieron la existencia de diferentes

"pools" intracelulares de prostaglandinas. Por otro lado el AMPc podria

estar compartimentalizado(Terasaki y Brooker,l977) re5pondiendo

cada uno de ellos a diferentes mecanismos de regulación. Sin embargo, '

la falta de datos experimentales en tiroides hace difícil por ahora una

elaboracio'n, racional de este problema.

La glucosa, en cantidades crecientes, produjo un progresivo

aumento de la incorporacion de 3H-uridina,a ARN(cuadro 18).Tra­

bajos previos( Lindsay y col,19ó9;Hall,1962,1963;Hall y Tubmen, 1965)

mostraron que esta sustancia aumenta la incorporación de precursores

(adenina, formato, orotato) a ARN.Además, Lindsay y col(l9ó9) encontra­

ron que la glucosa aumenta los nucleótidos pirimidinicos,proveyendo el

sustrato para la síntesis de ARN.Esta acción de la glucosa podría expli­
. . a I .carse por una estimulacmn de la v1ahexosamonofosfato o, alternativa­
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. . . . Imente, por un aumento del ATP mtracelular, consecutivo a la ox1dac1on
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de la glucosa. En este último caso cabría suponer que la cantidad de ATP

es un factor limitante de la fosforilacio'n de los precursores de ARN.La

demostración, en nuestro trabajo, que la accio'nde la glucosa sobre la

marcacio’n de ARN no es afectada por la adicio'n de dinitrofenol nos per­

mitiría excluir esta última hipótesis y apoyar la prepuesta de Lindsay

y col(l969).

En lo que concierne a los nucleótidos cíclicos,los resultados

aquí presentados confirman nuevamente la accio'n paralela de AMPCy

de GMPc.Ambos compuestos aumentaron significativamente la marca­

cio'n de ARN a partir de 3H-uridina, y esta accio'n fue inhibida por la

actinomicina D(figura 8). La demostracion de un incremento significa­

tivo en la preporcio'n de 3H-UTP en el cromatograma provee una expli­

cacion para la estimulacion de la sintesis de ARN.A este reSpecto cabe

destacar que Lamy y col(l971) postularon que uno de los sitios de acción

de la TSI-Iera la etapa de la fosforilacio'n de los nucleótidos precurso­

res de ARN.Por otra parte, Peck y col(1974),estudiando la accio'n de la

hormona paratiroidea sobre la síntesis de ARNen células de hueso ais­

ladas, tambien encontraron que esta hormona proteica tiene comouno de

los sitios de accio'n la fosforilacio/n de los nucleótidos precursores de

ARN.En este mismo aSpecto resalta la similitud entre la accio’nde la

TSI-Iy de la glucosa, aunque no puede decirse aun con certeza que ambos
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mecanismos sean iguales.

La accio'n paralela de AMPc y GMPc sobre diferentes para'­

metros tiroideos es aun objeto de conjeturas, a falta de una explicación

para la existencia de dos sistemas paralelos. Como ya se menciono/,la

regulacio'n de 1a concentracio’n de ambos nucleotidos, sin embargo, obe­

de-ce a muy diferentes factores. La TSH,probab1emente a traves del sis­

tema adrenér'gico(receptor alfa?) regula los niveles de AMPC¿El siste­

ma parasimpa'tico, a trave’s de los mediadores colinérgicos y el Ca++,

modula la producción de GMPc. En nuestros estudios, si bien AMPc y

GMPc tuvieron las mismas acciones, sus efectos no fueron aditivos

(figura 9). Una posible explicacion a este hecho la dan los experimentos

de Appleman y Terasaki (1975), confirmados para la tiroides por Erneux

y col (1977). Se ha demostrado que el GMPCes capaz de estimular 1a ac­

tividad de la fosfodiesterasa del AMPc. Vale decir que es probable que ,

en nuestra condiciones experimentales, el GMPc ejerza las dos acciones:

estimular el metabolismo reSpectivo ( sintesis de proteinas, ARN,etc),

e-impedir el aumento del AMPc, estimulando su hidrólisis. Esto explica­

ría la falta de aditividad observada en nuestros estudios.

Se sabe por otra parte que estos nucleo'tidos cïclicos actuan me­

diante la fosforilacio'n de sustratos esPeCÍficos, a trave's de las enzimas

proteina quinasas (PQ), de ubicua distribución. en la ce'lula. En el caso de

la tiroides, aunque se ha detectado la preSencia de PQs en diferentes frac­

ciones subcelulares, sensibles o independientes de los nucleo’tidos, así co­



103. ­

como algunas proteinas cuya fosforilacio'n ejercen, no se ha logrado aún

ligar estos feno'menos con funciones e5pecificas celulares.

Con la intencio'n de disociar las acciones de AMPc y GMPc se es­

tudio' la influencia del Ca++en sus efectos. Los resultados obtenidos de­

muestran que ambos nucleo'tidos tienen los mismos requerimientos de Ca+,+

similares a La TSH. Los estudios de microsc0p1'a electro’nica han dado

muestras inequívocas de lo poco fisiológico que es realizar estudios incu­

bando sin Ca++ y en presencia de EGTA. Las profundas alteraciones mor­

folo'gicas encontradas restan validez a resultados bajo estas condiciones

(por ejemplo Van Sande y col 1975).

La demostración de la accio’nde un tercer nucleótido cíclico, el

3' 5'citidin monofosfato ciclico (CMPc) abre nuevas perSpectivas en el

campo de regulacio'n tiroidea. Este compuesto, en dosis relativamente bajas.

inhibe para'metros tiroideos basales y estimulados, ya sea por TSH. AMPc

y GMPC(cuadro 16 y 17). Esto sugeriría que la accio/n del CMPc se ejerce

en un paso bi0quïmico posterior a la sinteses de AMPC y GMPC. Eviden­

temente restan diferentes estudios por realizar antes de asignar al CMPC

un papel en la fisiología tiroidea. Como un primer paso , en estudios no

publicados, hemos logrado (en colaboracioln con el Dr. A. Bloch, Roswell

Park Memorial Institute, Buffalo, NY)determinar la existencia del CMPc

en la tiroides. Restan au'npor determinar los factores que lo regulan , asi

como 1a correlación de las variaciones en su nivel cón diferentes funciones
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tiroideas. A este resPecto cabe destacar que fue Bloch (1974)qui en descu­

brio'la existencia del CMPc en un cultivo de células leucemicas L-1210.

Posteriormente Bloch y col (1974)encontraron que el CMPc antagoniza las

acciones de AMPCy GMPc sobre el crecimiento de estos tejidos, en forma

similar a nuestros resultados. Mas recientemente se ha demostrado en

higado la existencia de la citidilato ciclasa, enzima encargada de la síntesis

del CMPc ( C‘eche y Ignarro, 1978) asi como de una fosfodiesterasa eSpe­

cifica para este nucleótido( Cheng y Bloch , 1978)

Si bien muestros estudios demuestran que uno de los sitios de regulación

por la TSI-Ide la sintesis de ARN es la etapa de 1a fosforilación de los nu -'

cleotidos precursores (cuadro 19), esta accio/nsería, evidentemente, muy

difícil de entender como la clave de la eSpecificidad de 1a accio'n hormonal.‘

De ahí el intere’s en analizar el efecto de la TSH sobre el proceso de trans­

cripcion de ADN a ARN. Nuestros estudios demuestran que la hormona tie­

ne un,efecto estimulatorio temprano sobre la síntesis de ARN. Trabajos

previos de Spaulding(1977)demostraron que la eSpermina y eSpermidina

son potentes estimulantes de 1a ARNpolime'rasa II purificada de tiroides

bovina . Esto llevo’aScheinmany Burrow (1977)a postular que la enzima

ornitina decarboxilasa (ODC)jugaría un importante papel en la regulacion

de la sintesis de ARN Estos autores , a1 igual que Spaulding ,demostraron

que la TSI-Ies capaz de aumentar de manera muy importante, la actividad

de la ODC tíroidea. Sin embargo, en ambos estudios esta estimulacio’n no

era aparente hasta por lo menos 4 horas post- TSI-I. Dado que nosotros hemos
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10grado una Significativa estimulacio'n de la transcripcio'n a‘sólo 90 minu­

tos de administrada la TSH/deberfa descartarse la idea que la ODCjuga­

ra un papel , por lo menos en la regulacio'n temprana de este proceso.

El aumento en la transcripcio’n observado en estos estudios po­

dria deberse a modificaciones en el. templado (ADN), o en las enzimas, ARN

polimerasas. Los experimentos realizados utilizando actinomicinaD y tem­

plado sintético han dado una.respuesta a este interrogant e (cuadro 23).

Bajo nuestro diseño experimental, la TSH aumenta tanto la diSponibilidad

del templado como la actividad de las ARNpolimerasas. En este sentido

cabe señalar que se ha encontrado que la hormona de crecimiento, tiene

un efecto similar en ovario .(Jungmann y Schweppe, 1972 b ).

En lo que concierne al aumento en la disponibilidad del templado se han

sugerido diversos mecanismos. Algunos autores han vinculado este fenóme­

no con la fosforilacio’n y acetilacidn de proteinas no histofnicas que forman

parte de la cromatina. Esto _causaria una "derepresió'n" genética. El recien­

te hallazgo de que la TSH estimula la fosf0rilacio'n de una proteina no histó­

nica (Spaulding y Schubart, a publicarse) podria tener relacio’n con este

proceso. En lo que re5pecta ala activación de las ARNpolimerasas los

trabajos de Jungman y col(1974) , han demostrado que en ovario, esto se

debe a un aumento de la actividad enzimática y no de la sintesis de enzima.

Estos autores sugirieron que este aumento de la actividad enzimática se

.' . . n’ I .deberia a la. fosfor11ac1onde las moleculas de la enzima.
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De todos estos estudios cabe concluir que se ha avanzado en el

conocimiento del mecanismo de acción de los agentes relacionados con

la produccio'n e involucio’n del bocio. En lo que reSpecta al yodo y corn­

puestos yodados se han dado las bases bioquímicas para explicar-su ac o!

cio'nterape'utica. Nuestros resultados muestran que el yoduro, a trave's

de un compuesto intracelular y organificado, es capaz de inhibir la sín­

tesis de ARNtiroideo. Esta accio’n probablemente se ejerce sobre el

proceso de transcripción de ADNa ARN aunque probablemente no de una

manera directa sino previa unio'na un "receptor" intratiroideo. La de­

mostracio'n de una accio'n directa de las hormonas tiroideas sobre la glán­

dula dan apoyo a la idea que , ademas de la regula cio'n ejercida a trave's

de las fluctuaciones de la TSI-Icirculante, existe un mecanismo autore­

gulatorio tiroideo. (Studer y Greer, 1968. Ingbar, 1977.). Este estan/a dado

por los niveles intracelulares de hormonas tiroideas quienes ejercerian

una modulacio'n negativa, probablemente ttanto sobre la formación del

AMPc como en una etapa posterior ala síntesis de los nucleótidos cíclicos

(AMPc y GMPc).

Los factores estimulantes de la sintesis de ARN canalizan su acción

a través de dos sistemas aparentemente paralelos, aunque interrelacionados

La TSHhipofisaria, a través de su interacción con un receptor de tipo al­

fa adrenérgico, activa la formación de AMPc. El sistema colinérgico, por

su lado estimula la acumulación de GMPc probablemente en un mecanismo

Ca++- dependiente. Ambos nucleótidos ciclicos aumentan la sintesis de ARN
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por probable estimulo del reservorio de nucleótidos precursores. Por

otro lado el CMPc jugaría un papel contrarregulatoria modulando nega­

tivamente la funcion tiroidea. Esta es 1a primera evidencia acerca de

1a existencia de un mecanismo antagónico a1 de AMPc y GMPc en la ti­

roides. Lasa acciones a nivel de los nucleótidos precursores de ARN

proveen un mecanismo de estimulo a la sintesis global de ARN.

La demostracio’n de una acción directa de la TSI-Isobre el proceso de

transcripcio'n,da1a base para un estudio de una modulacion de 1a funcioln

tiroidea ma's e5pecifica(ARNmensajeros de proteinas caracteristicas).

El mecanismo para esta acción seria, a1 igual que lo demostrado para

otra hormona hipofisaria, a dos niveles. Por un lado aumentando 1a dispo—"

nibilidad de templado por el otro activando las enzimas encargadas de

su lectura, las ARNpolimerasas. Es de eSperar que los futuros estudios,

contribuyan a terminar de aclarar los mecanismos biOqufmicos , re5pon­

sables dela regulacio’ntiroidea.
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