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RESUMEN

El yodo es un halégeno componente estructural fundamental de las hormonas
tiroideas (HT) y es considerado un oligoelemento debido a que se encuentra presente
en muy bajas concentraciones en la biosfera. La ingesta adecuada de este elemento
constituye un factor critico en el proceso de sintesis de las HT y consecuentemente la
deficiencia en su ingesta produce una serie de alteraciones conocidas como
Desordenes por Deficiencia de yodo (IDD’s por sus siglas en inglés: lodine Deficiency
Disorders). El yodo también puede influenciar el proceso de sintesis de las HT, de esta
forma un incremento en su concentracion intratiroidea puede disminuir o bloquear este
proceso; lo cual es conocido como efecto Wolff-Chaikoff.

En el presente trabajo de tesis se estudiaron los mecanismos celulares
involucrados en la deshalogenacion de los principales yodometabolitos tiroideos: las
yodotironinas u HT, y sus precursores, las yodotirosinas. Esta deshalogenacién es
llevada a cabo por un conjunto especializado de enzimas coexpresadas en la glandula
tiroides, que en el caso de la rata corresponden a la deshalogenasa de yodotirosinas
(tDh), y la desyodasa de yodotironinas tipo 1 (ID1). El objetivo principal de esta tesis
fue caracterizar y diferenciar ambas actividades enzimaticas, tanto in vitro
(caracterizacién cinética) como in vivo (caracterizacion funcional).

Los resultados obtenidos muestran que tanto la tDh como la ID1 comparten
ciertas semejanzas a nivel de reconocimiento de substratos yodados y parametros
cinéticos, catalizando ambas una reaccion oxidoreductiva con un mecanismo catalitico

tipo bisubstrato de doble desplazamiento. La tDh cataliza la desyodacién de



yodotirosinas empleando NADPH vy ditionita como cofactores. Asimismo, la ID1 cataliza
la desyodacidn de las yodotironinas utilizando ditiotreitol como cofactor y es
selectivamente inhibida por el propiltiouracilo; mientras que la tDh es inhibida por la
dinitrotirosina y la dibromotirosina. Estas diferencias puntuales les permiten
desempeniar un papel fisioldgico distinto: la tDh participa en el reciclaje intratiroideo del
yodo a través de la deshalogenacion de las yodotirosinas; mientras que la ID1 modifica
la bioactividad de las yodotironinas al catalizar su desyodacion. Por otra parte, la
caracterizacion funcional sugiere que ambas actividades enzimaticas son reguladas
positivamente por la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y en el caso de la ID1,
también por las HT. Resulta interesante que ambas actividades enzimaticas muestran
in vivo una relacién inversa con los niveles intratiroideos de yodo y nuestros resultados
sugieren la participacién de ambas enzimas en los mecanismos de autoregulacién de la
glandula tiroides por este halégeno; especificamente en el fendmeno de escape del

efecto Wolff-Chaikoff.



ABSTRACT

lodine is a halogen and a structural component of the thyroid hormones (TH),
and due to its scarcity in the biosphere it is considered an oligoelement. Its adequate
intake is a key step in the TH synthesis process, and consequently its deficiency
generates a series of alterations known as IDD’s (lodine Deficiency Disorders). lodine
can modify TH synthesis, therefore an increase in its intrathyroidal concentration above
a threshold level can inhibit this process; a mechanism known as the Wolff-Chaikoff
effect.

This thesis work was focused on the cellular mechanisms involved in the
dehalogenation of the main thyroidal iodometabolites: the iodothyronines or TH, and
their precursors, the iodotyrosines. This dehalogenation is catalyzed by a specialized
set of enzymes coexpressed in the thyroid gland, which in the rat correspond to the
iodotyrosine dehalogenase (tDh) and iodothyronine deiodinase type 1 (ID1). The aim of
this thesis was to characterize and differentiate both enzymatic activities in vitro (kinetic
characterization) and in vivo (functional characterization).

The obtained results showed that the tDh and ID1 share similarities at the level of
iodinated substrate recognition and kinetic parameters, both catalyzing an oxido-
reductive reaction with a double displacement bisubstrate catalytic mechanism. tDh
deiodinates iodotyrosines with dithionite and NADPH as cofactors. ID1 catalyzes the
deiodination of iodothyronines with dithiotreitol as cofactor, and is selectively inhibited
by propilthiouracil; while tDh is inhibited by dinitrotyrosine and dibromotyrosine. These

key differences allow them to play different physiological roles: the tDh contributes to



the intrathyroidal iodide recycling by dehalogenating the iodotyrosines; while the ID1
mediates TH bioactivation through its deiodination. On the other hand, functional
characterization results suggested that tDh and ID1 enzymatic activities are positively
regulated by the thyroid stimulating hormone (TSH), while ID1 is upregulated by TH.
Interestingly, both enzymatic activities showed in vivo an inversely proportional relation
with intrathyroidal iodine levels, and our results suggested the participation of both
enzymes on the thyroidal autoregulation mechanisms triggered by iodine; specifically at

the escape phenomenon from the Wolff-Chaikoff effect.



PRESENTACION Y ORGANIZACION

El presente trabajo de tesis estudia los mecanismos celulares involucrados en la
deshalogenacion de los principales yodometabolitos tiroideos. Esta deshalogenacion es
llevada a cabo por un conjunto especializado de deshalogenasas coexpresadas en la
glandula tiroides: la deshalogenasa de yodotirosinas (tDh) y la desyodasa de
yodotironinas (ID1). El objetivo principal del presente trabajo consiste en analizar el
metabolismo intratiroideo del yodo, asi como caracterizar y diferenciar la actividad de
ambas enzimas tiroideas. Con esta finalidad se empled como modelo experimental a la
rata y se utilizaron herramientas analiticas tanto in vitro (caracterizacion cinética) como

modelos funcionales in vivo (caracterizacion funcional).

Esta tesis esta organizada en tres secciones: la primera consiste en una
introduccién que aborda conceptos generales acerca del yodo y su metabolismo, el
proceso de sintesis de las hormonas tiroideas y antecedentes sobre la tDh y las
desyodasas de yodotironinas. Esta seccion incluye dos lecturas complementarias en
forma de articulos de revision ya publicados, donde se detallan los principales aspectos
mencionados en esta introduccion. En el primer articulo (trabajo 1) se revisa la
importancia del yodo en la biosfera y se discuten los mecanismos implicados en su
metabolismo. Esta revision destaca, desde un punto de vista evolutivo, la importancia
de las deshalogenasas en el metabolismo del yodo. El segundo articulo (trabajo 2) es
también un trabajo de revisibn en el cual se abordan los aspectos moleculares,

metabdlicos y clinicos de la fisiopatologia del hipotiroidismo neonatal en humanos. En



este articulo se analiza el conocimiento actual de los aspectos embrioldgicos,
anatomicos y fisioldégicos basicos de la glandula tiroides humana. Asimismo, se
propone una clasificacién etiopatogénica para el hipotiroidismo neonatal, donde se
establece una correlacion con las distintas alteraciones metabdlicas que originan esta
importante patologia. Esta primera seccién finaliza con nuestra hipétesis de trabajo y

los objetivos a alcanzar.

En la segunda seccién de este trabajo de tesis se incluyen dos trabajos de
investigacion original donde se reportan y discuten la mayor parte de los resultados
experimentales obtenidos durante mi doctorado. El primer articulo de esta seccién
(trabajo 3) es un trabajo ya publicado donde se reportan los hallazgos obtenidos
durante la caracterizacion cinética de la tDh y de la ID1 en la glandula tiroides de rata.
En su campo especifico del conocimiento, este trabajo fue el primero en realizar una
comparacion simultanea entre ambas enzimas y sus resultados permitieron proponer
un modelo para el mecanismo de reaccion de la tDh. Otras aportaciones de este
trabajo incluyen la simplificacion de los métodos empleados para la cuantificacion de la
actividad enzimatica de la tDh; asi como la inhibicién especifica de esta enzima por
dibromotirosina y dinitrotirosina. El segundo articulo de esta seccion (trabajo 4) es un
manuscrito que se encuentra en proceso de preparacion. En este manuscrito se
reportan los hallazgos obtenidos en modelos in vivo bajo diversos estados tiroideos
(hipotiroidismo, hipertiroidismo, e hiperyodemia). Este trabajo se disefié para analizar
cuales son los principales factores que participan en la regulacién de la tDh y la ID1.

Los resultados obtenidos contribuyen a integrar mejor el conocimiento sobre el papel



fisiologico de ambas enzimas en el metabolismo intratiroideo del yodo, asi como en los
mecanismos de la autorregulacion tiroidea y la influencia del eje hipotalamo-hipéfisis-

tiroides sobre la regulacion de la tDh y la ID1.

El orden en el que se presentan los trabajos contenidos en esta tesis fue elegido
con la finalidad de abordar el tema central de lo general a lo particular, y no con

respecto a la fecha de su publicacion y/o elaboracion.

Por ultimo, la tercera seccion de este trabajo de tesis finaliza con una discusion y
conclusiones generales de los hallazgos obtenidos, asi como sefialando algunas de las
perspectivas acerca del estudio de la tDh y su papel en el metabolismo intratiroideo del

yodo.



INTRODUCCION

El yodo es un componente indispensable para la sintesis de yodotironinas u
hormonas tiroideas (HT); la disponibilidad de este halégeno en el organismo es un paso
limitante para la sintesis adecuada de HT en la glandula tiroides. Debido a que el yodo
se encuentra presente en la biosfera en muy bajas concentraciones, este halégeno es
considerado como un oligoelemento o elemento traza (Gambert, 1996). De esta forma,
una parte clave del proceso de sintesis lo constituye el reciclaje del yodo contenido en
los precursores yodados, lo cual permite que el halégeno sea reutilizado en un nuevo
ciclo de sintesis hormonal. En este sentido, actualmente se sabe que la glandula
tiroides expresa un sistema de dos deshalogenasas reductivas conocidas como la
deshalogenasa tiroidea de yodotirosinas (tDh) y la desyodasa de yodotironinas (ID1)
(Larsen et al., 1998). En la presente introduccion se aborda el papel del yodo en los
sistemas bioldgicos, su metabolismo tanto a nivel corporal como en la glandula tiroides,
asi como las enfermedades ocasionadas por la deficiencia en su ingesta. Por otra
parte, se abordan también aspectos anatémicos y funcionales de la glandula tiroides,
asi como una breve descripcidn operacional y funcional tanto de la tDh como de la

familia de las desyodasas de yodotironinas.

Importancia biolégica del yodo
Un elemento es esencial para el organismo cuando su disponibilidad por abajo
de cierto limite invariablemente provoca disfuncion, enfermedad e inclusive la muerte; o

bien, cuando ese elemento forma parte de una biomolécula (Frieden, 1972; Mertz,



1981). Se sabe que solo 30 de los 92 elementos naturales son esenciales para todos
los sistemas vivos. Los mas abundantes son el hidrogeno, el oxigeno, el carbono y el
nitrégeno. Estos cuatro bio-elementos tienen numeros atémicos menores a nueve y
representan el 99.3 % del total de atomos presentes en los seres vivos. Por su
abundancia relativa y sus requerimientos nutricionales, los 26 elementos restantes se
agrupan en macrominerales, elementos traza y elementos ultratraza o
micronutrimentos. Los requerimientos nutricionales de los elementos ultratraza se
ubican generalmente en el intervalo de los ug/dia y, como su nombre lo indica, son
elementos que por su exigua concentracion apenas contribuyen con menos del 0.01 %

del total de atomos en los sistemas vivos (Mertz, 1981; Bloomfield & Stephen, 1996).

El yodo (I126) es un halégeno que pertenece al grupo VIIA de la tabla periddica y
uno de los bio-elementos mas pesados y ricos en electrones. Todos los halégenos
naturales son esenciales para la vida y tres de ellos: el fluor (F;), el bromo (Br), y el
yodo (l2), son elementos ultratraza, a diferencia del cloro (Cl;) que es mas abundante.
La abundancia relativa de los halégenos naturales en el agua de mar y en la litosfera
(véase Tabla 1), contrasta con la notable capacidad del hombre y los cordados en
general, asi como la de algunas algas del orden de las laminariales, para acumular y
concentrar Bry y l,. El caso del yodo es especialmente singular; su abundancia en uno y
otro medio es 1’ 000, 000 veces menor que la del resto de los halégenos (Tabla 1). Sin
embargo, no obstante su escasez, en términos evolutivos el yodo fue seleccionado

como la materia prima esencial para la sintesis de las hormonas tiroideas.



Tabla 1. Concentraciones (mol/kg) de los halégenos naturales en el agua de mar, en la

litosfera y en el hombre*.

Halégeno Peso Agua de Litosfera Hombre
atémico mar
Fldor 18.998 7.37x107 | 328x10™° | 1.86x 107
Cloro 35453 | 547x10™ | 366x10° | 543x10™
Bromo 79.909 | 838x107 | 3.12x10° | 471x107°
Yodo 126.905 | 4.73x107° | 3.94x107 | 1.86x10°°

*Modificada de Emsley, 2001; Houston, 1999; Kirk, 1991.

La captura de halébgenos y su incorporacion a moléculas biolégicas
(organificacidn) es una funcion omnipresente en la biosfera y, a la fecha, se conocen
mas de 4,000 organohalégenos naturales (Gribble, 2004). Sin embargo, para el caso
especifico del yodo, es importante enfatizar que solamente los vertebrados poseen un
organo especializado en capturarlo activamente y organificarlo en los residuos de
tirosina contenidos en la tiroglobulina (Tg), lo que constituye un paso critico en la
sintesis de yodotironinas. En el hombre, el contenido total de yodo varia entre 30 y 50
mg de los cuales un poco menos del 30% se concentra en la glandula tiroides (5-15
mg) (Greenspan, 1997; Hays, 2001). El halégeno restante corresponde a yodo no
hormonal que es capturado por diversos 6rganos que expresan el ARNm para el
transportador sodio-yodo (v. gr. glandulas salivales, estdmago, glandula mamaria, etc.).
Recientemente, se ha propuesto que este yodo no hormonal juega un papel importante

como antioxidante en todos los sistemas vivos (Spitzweg et al., 1998; Venturi & Venturi,

1999).
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La importancia del papel del yodo en los sistemas vivos y los mecanismos
moleculares implicados en el metabolismo de los compuestos yodados se discutieron
en el trabajo numero uno de esta tesis. Este trabajo se incluye en esta introduccién
debido a que destaca la importancia que han ejercido los organohalégenos a lo largo
de la historia evolutiva de los diferentes organismos. Asimismo, este trabajo especula
acerca del porqué el yodo fue seleccionado evolutivamente como un agente singular
entre el resto de los halégenos naturales. En este sentido, aunado a sus peculiares
caracteristicas quimicas (como el hecho de que el yodo es el menos reactivo de los
halégenos naturales y por tanto el mas facil de deshalogenar y posteriormente
incorporar a moléculas organicas), el yodo pudo haber sido seleccionado como parte
de los mecanismos de sefializacién debido a su escasez en la biosfera. Esto permitiria
brindar una mayor especificidad y/o sensibilidad a los sistemas que evolutivamente
incorporaran a este elemento en sus mecanismos de sefializacién. En forma conjunta a
la seleccion del yodo como mensajero quimico, también debieron haberse
seleccionado los mecanismos necesarios para permitir su captacion, incorporacion,
transduccion, regulacidn y su reciclaje. Bajo este marco evolutivo es posible entonces
apreciar los posibles beneficios en cuanto a la seleccion del yodo como mensajero
quimico y como componente estructural esencial de las HT. De igual forma, es posible
apreciar como la existencia de un sistema enzimatico especializado en la remocién de
atomos de yodo en la glandula tiroides (la tDh e ID1) forma parte del conjunto de
mecanismos empleados para el reciclaje y regulacion de los diferentes

yodometabolitos.
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Metabolismo del yodo

En todos los sistemas vivos estudiados hasta la fecha, el yodo es captado en el
organismo a través de los nutrimentos y el agua. Este halégeno ingresa al organismo
en la forma de yodo (I2) o ion yoduro (I" ); el yodo es convertido a ion yoduro en el
estdmago e intestino delgado. En la Figura 1 se muestra una aproximacion del balance
o recambio metabdlico del yodo en un humano adulto con una ingesta promedio de
yodo (~500 ug/dia). Los requerimientos diarios en nifios de 1 a 6 afios son de 90 ug; de
7 a 10 afnos, 120 pg; adolescentes y adultos, 150 pg; y mujeres gestantes y lactantes
200 pg (Escobar et al., 1999; WHO, 1996). El I" se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal y se distribuye a los liquidos extracelulares, tales como saliva, jugo
gastrico y secreciones mamarias. Aunque la concentracion del I en el liquido
extracelular puede variar con la ingesta, usualmente es muy baja debido a que es
captado rapidamente por la glandula tiroides, ademas de que también se depura
avidamente por el rindn. En el ejemplo mostrado en la figura 1, la concentracion del I
en el liquido extracelular es de 0.6 pg/dL; lo cual equivaldria a un total de 150 ug de I
en una poza o almacén extracelular de 25 L. La glandula tiroides capta alrededor de
115 ug de I por 24 hrs; aproximadamente la mitad (75 ug) se utiliza para la sintesis de
hormonas y es almacenado en la tiroglobulina, el otro 50% regresa al espacio

extracelular (Greenspan, 1997).

El almacén tiroideo de I organificado es muy grande. En un sujeto sano
corresponde en promedio a 8-10 mg lo que representa una poza de hormona y de
tirosinas yodadas (precursores directos en la sintesis hormonal) que protegen al
organismo contra un periodo de deficiencia de yodo. De esta poza tiroidea, cerca de 75

12



ug de I hormonal son liberados hacia la circulacidén diariamente. Este yodo hormonal
estd mayormente unido a proteinas transportadoras de HT, formando una poza
circulante de aproximadamente 600 ug de I hormonal (en forma de T3 y T4). De esta
poza, cerca de 75 ug de I', en forma de T3 y T4, son captados y metabolizados por los
tejidos. Aproximadamente 60 pug de I reingresan a la poza circulante, cerca de 15 ug
de I hormonal son conjugados con glucurénido o sulfatados en el higado y excretados
en las heces. Debido a que la mayoria del yodo proveniente de la dieta es excretado
por la orina, la cuantificacién del mismo en orina colectada durante en un periodo de 24

horas es un excelente indice de la ingesta diaria de yodo (Greenspan, 1997; Escobar et

500 ug
(ingesta)

Poza Hormonal
(Ta+ Ta)
(LEC 600 ug)

Poza tiroidea l v

(8,000 pg)

Higado \ Intestino

'
Poza yodo
485 ug LEC 150 15
_ < Mg
(orina) ( H9) (heces)

Figura 1. Metabolismo del yodo en humanos. Los valores representan el contenido total de I
calculado para un humano adulto sano de 70 kg. de peso corporal, con un espacio de liquido
extracelular de 25 litros y con una ingesta media de yodo de 500 pg/dia. El halégeno se
distribuye en tres grandes compartimentos o pozas; dos de estas son extracelulares (poza
hormonal y poza de yodo) y la otra es intracelular (poza tiroidea). LEC, liquido extra celular.
Basada en Greenspan, 1997 y Escobar et al., 1999.

13



al., 1999). Tomando en cuenta lo anterior, se pueden distinguir tres pozas o almacenes
de yodo: dos extracelulares circulantes (una poza de yodo hormonal y otra de yodo no
hormonal o yodo libre o unido a proteinas); y una poza intracelular que corresponde al

yodo contenido en la glandula tiroides.

Efectos metabélicos de las HT

Los principales productos de secrecion de la glandula tiroides normal son la
3,3°,5,5 -tetrayodo-L-tironina, (T4), y la 3,3",5-triyodo-L-tironina (T3). Los efectos de las
HT estan mediados por su union a receptores nucleares especificos. En este sentido, la
T4 se considera una prohormona, ya que a través de su desyodacion se constituye en
la principal fuente de T; circulante, que es la tironina metabdlicamente mas activa
debido a su mayor afinidad por los receptores a hormonas tiroideas. En los
vertebrados, las yodotironinas u hormonas tiroideas estan involucradas en el
metabolismo intermediario de virtualmente todos los tejidos del organismo (Gambert,
1996; Gomez et al, 1990). Asi por ejemplo, ahora se reconoce que
independientemente de la estrategia ontogenética propia de la especie, durante los
llamados periodos criticos del desarrollo, las HT intervienen en la maduracion vy
diferenciacion funcional de varios érganos. Este papel morfogenético de las HT es
crucial y univoco en el caso del sistema nervioso central; i. e., sin un aporte de HT
suficiente y adecuado en cantidad, tiempo y lugar, el desarrollo neural sera

permanentemente deficiente (Pop et al., 1999; NECHC, 1994).
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Enfermedades relacionadas con deficiencia del yodo

En el transcurso de los milenios, el yodo ha sido arrastrado por accién del agua
desde los macizos continentales hacia los océanos, de tal forma que en las zonas
montafiosas y tierra adentro la fuente de yodo puede ser muy limitada, mientras que
este elemento es relativamente mas abundante en las regiones costeras (WHO, 1996).
La sintesis de HT depende de manera absoluta del aporte de yodo en la dieta. La
ingesta recomendada de yodo en adultos humanos es de 150 ug/dia; si la ingesta es
menor a 50 pg/dia, la glandula tiroides es incapaz de mantener una adecuada
secrecion hormonal. Cuando esta situacion ocurre se da lugar a un estado de
hipofuncién tiroidea, conocido con el nombre de hipotiroidismo. Si la deficiencia del
yodo es severa, ademas del crecimiento anormal de la glandula tiroides o bocio
endémico, el hipotiroidismo se acompana de grados variables de cretinismo (retraso
irreversible en el desarrollo fisico y neuropsicomotor) (Gambert, 1996, Larsen et al.,
1998; WHO, 1996). La carencia nutricional de este halégeno provoca los llamados
trastornos secundarios a la deficiencia de yodo o IDD’s por sus siglas en inglés (lodine
Deficiency Disorders; Hetzel, 1983). Las repercusiones organicas y funcionales de esta
insuficiencia nutricional varian segun el estadio ontogenético del individuo, e incluyen
desde crecimiento anormal de la glandula tiroides (bocio) hasta anormalidades
congénitas y abortos. Actualmente se reconoce que las IDD’s son la causa mas
frecuente de dafo cerebral y retardo mental en el mundo que puede ser prevenible. Se
calcula que aproximadamente 2.2 billones de personas (38% de la poblacién mundial)
viven en areas de bocio endémico. Ademas, se estima que 740, 000, 000 de personas

padecen IDD’s; y que de estos 11, 200, 000 son cretinos (WHO 1996; Hetzel, 2002). La
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causa mas frecuente de dicha deficiencia mental es el hipotiroidismo neonatal (HNe).
En paises desarrollados en donde el aporte dietético de yodo es suficiente, la
prevalencia de HNe oscila entre 1/3,000 a 1/4,000 recién nacidos vivos
(WHO/UNICEF/ICCIDD, 1999; WHO, 2001). En México, en la poblacion que nace en
unidades asistenciales de la Secretaria de Salud de todo el pais, la prevalencia de HNe
es sensiblemente mayor y oscila entre 1/2,458 a 1/1,338 (Vela et al, 1999; Vela-Amieva
et al, 2003). Aunado a las bajas concentraciones de yodo presentes en areas
bocidbgenas endémicas, la presencia de agentes bociégenos naturales (v.gr. berro,
nabo y col) y la deficiencia de selenio parecen agravar las manifestaciones clinicas del

hipotiroidismo (Delange, 2000; Delange & Hetzel, 2005).

Aspectos anatémicos y funcionales de la glandula tiroides

Entre las glandulas exclusivamente endocrinas o de secrecion interna, la tiroides
es una glandula singular. Ademas de ser la mas grande, es la unica que captura y
almacena, en el espacio extracelular, cantidades importantes de yodo y de sus
productos de secrecion: las yodotironinas (Escobar et al., 1999; Greenspan, 1997). La
caracteristica distintiva tanto de los precursores mono- o diyodados (MIT y DIT,
respectivamente) como de las hormonas tiroideas es la presencia de atomos de yodo
en su molécula (Figura 2). Asi, por ejemplo, los atomos del halégeno aportan el 65 y el
58 % de las respectivas masas moleculares de la tiroxina o tetrayodotironina (T4) y de

la triyodotironina (T3).
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Precursores
| I

NH2 NH2
|
HO @— CH2- CH- COOH HO - CH2- CH- COOH

3-mono-yodotirosina (MIT) 3,5-di-yodotirosina (DIT)

Nucleo de la Tironina

Ra-
3 R3 NHa
|
Ho©—0©— CH2- CH- COOH
RS’ R5

Simbolo  Substituyentes

Ri Ry Rs Rs

Nombre comun Nombre sistematico

Tiroxina T, I I I | 3,35,5-Tetra-yodo-L-tironina
Triyodotironina T, | | [ H 3,3'5-Tri-yodo-L-tironina
Triyodotironina reversa rTs | [ H [ 3,3'5-Tri-yodo-L-tironina
3, 5 —Tironina 3,5-T, | H [ H 3,5-Di-yodo-L-tironina
3, 3"-Tironina 3,3-T, | [ H H 3,3-Di-yodo-L-tironina

Figura 2. Principales miembros de la familia de las yodotironinas. En el panel superior se
muestran las estructuras quimicas de los aminoacidos precursores (MIT y DIT), y el ndcleo
principal de las tironinas. La tabla resume la nomenclatura de las principales tironinas de
acuerdo a la posicion de los substituyentes de yodo.

Aunque la forma de la glandula varia en las diferentes clases de vertebrados, en
todos, la unidad funcional basica es el foliculo tiroideo. Este modulo morfo-funcional de
la tiroides es una estructura esférica que consta de dos partes (Figura 3): a) un epitelio
simple de células altamente especializadas denominadas tirocitos o células foliculares y

b) el lumen folicular, un espacio o cavidad sacular extracelular central que almacena al
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coloide tiroideo (Escobar et al., 1999; Larsen et al., 1998). Dependiendo del estado
funcional de la glandula y del aporte de yodo en la dieta, el coloide tiroideo es el mayor

deposito en el organismo de T4y Ta.

La glandula tiroides esta ricamente vascularizada; en humanos en condiciones
basales el flujo sanguineo es aproximadamente de 160 mL / min / 100 g; siendo
superada solamente por el rifién y la corteza suprarrenal (Escobar et al., 1999; Larsen
et al., 1998, Greenspan, 1997). La principal proteina del coloide tiroideo es la
tiroglobulina (Tg), una glicoproteina de elevado peso molecular que para algunos
autores es en realidad una prohormona (Medeiros-Neto et al., 1996), ya que en su
estructura contiene tanto a los yodoaminoacidos precursores en la sintesis hormonal
(MIT y DIT), como a las hormonas tiroideas propiamente dichas: tetrayodotironina y
triyodotironina, Los tirocitos que forman al foliculo presentan caracteristicas especiales,
entre las cuales destaca su polaridad funcional. Asi, mientras que el borde basal esta
en contacto con los capilares sanguineos y captura yodo, el borde apical -rico en
microvellosidades- esta en contacto con el lumen folicular, donde se organifica el yodo
en residuos tirosilo presentes en la Tg (Gambert, 1996; Gomez et al., 1990). La
principal via de regulacién de la funcién tiroidea es de naturaleza neuroendocrina y se
da a través del eje hipotalamo/hipdfisis-tiroides (véase Figura 4). Actualmente se
considera que este eje esta compuesto por tres estructuras: la unidad hipotalamo-
hipdfisis, la glandula tiroides y las desyodasas (ID) presentes en los tejidos periféricos.

Como se vera mas adelante (seccion de desyodasas), las ID son una familia enzimatica
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Figura 3. Foliculo tiroideo, unidad funcional de la glandula tiroides. Destacan las células
foliculares, el lumen folicular conteniendo al coloide, y la abundante vascularizacién tisular.
Tomado de Matsumoto & Ishii, 1992.

compuesta de tres isotipos (ID1, ID2 e ID3) que catalizan la desyodacion periférica de
las HT, regulando bioactividad de estas hormonas (Norris, 1985; Kohrle, 1999). El
hipotalamo es capaz de integrar la informacion proveniente del medio ambiente
(Temperatura, ciclo luz/oscuridad, etc.) asi como del estado fisiolégico del individuos,
para regular los mecanismos que influyen en la actividad del eje tiroideo. En efecto las
aferencias  hipotalamicas de naturaleza aminérgica  (dopaminérgicas vy

catecolaminérgicas), regulan la actividad de las neuronas peptidérgicas localizadas en
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los nucleos ventromedial, paraventricular y del area preoptica incluidas en esta region

del diéncefalo (Gomez et al., 1990; Gambert, 1996).

Hipotalamo

' ' '

Plasma Plasma
V' V'S

Tejidos v Ta—»Ts v

Figura 4. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides. Las aferencias hipotaldmicas de caracter
aminérgico, regulan la actividad de las neuronas peptidérgicas encargadas de sintetizar o
liberar TRH al sistema portal hipotalamo hipofisiario. Por este medio, la TRH alcanza la hipdfisis
anterior donde estimula la sintesis y liberaciéon de la TSH, la cual regula la sintesis y secrecion
de las HT en la glandula tiroides. En los tejidos periféricos las desyodasas (ID) llevan a cabo la
desyodacién de la hormona activa T, produciendo la hormona activa T3, o inactiva rT;. Los
efectos inhibitorios de las HT en plasma se producen en hipotalamo e hipdfisis por un
mecanismo de retroalimentacidn negativa, ya sea que esta hormona provenga del plasma, o
sea sintetizada directamente en estas estructuras. Nota: no se muestra la via de
retroalimentacién de asa corta de los niveles circulantes de TSH sobre la sintesis y liberacion
de TRH por el hipotalamo. SRIH: somatostatina, TRH: hormona liberadora de tirotropina, TSH:
hormona estimulante de la tiroides, T4: tetrayodotironina, Ts: triyodotironina.

Estas regiones sintetizan y liberan las hormonas hipotalamo-hipofisiotrépicas
(HH) hacia los capilares del plexo primario del sistema porta hipofisiario. En el caso del
eje tiroideo, las hormonas HH involucradas son la liberadora de tirotropina (TRH) con
su accion estimuladora; y la somatostatina (SRIH), con funcién inhibitoria. La accién
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concertada de ambas HH, asi como de otras neurosecreciones, vgr. noradrenalina,
dopamina, serotonina, etc., determinan la proporcién o balance entre la sintesis y la
secrecion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) que se lleva a cabo en los
tirotropos a nivel de la hipdfisis anterior (Spira & Gordon, 1986; Gambert, 1996). La
liberacion hipotaldmica de TRH esta modulada por un sistema de retroalimentacion, en
el cual participan los niveles circulantes de TSH (asa corta) y de las HT (asa larga).
Aunado a esto, las concentraciones sanguineas de T, y T3 modulan a nivel de la
hipdfisis (retroalimentacion directa) la sensibilidad de los tirotropos hipofisiarios
(responsables de sintetizar/secretar TSH) para responder al estimulo de la TRH. Asi, el
balance de la accion antagodnica entre TRH y HT a nivel del tirotropo hipofisiario
establece un equilibrio o punto de ajuste que determina la cantidad de TSH que sera

sintetizada y secretada (Gambert, 1996, Larsen et al., 1998; Spira & Gordon, 1986).

Actualmente se considera que el tirotropo actua como el “tirostato” del sistema;
es decir, como un comparador-integrador de las sefales o aferencias positivas (TRH)
y/o negativas (HT, SRIH) y como una unidad que regula la sintesis y secrecion de la
TSH. De esta forma, el “tirostato” regula de manera precisa la cantidad de TSH liberada
por la hipdfisis. Esta cualidad funcional del tirostato se asocia a dos caracteristicas
peculiares de la glandula hipdfisis: 1) la cantidad de sus receptores para T3, la cual es
mayor que en cualquier otro tejido del organismo; 2) la coexpresion de las ID (isotipo 1
y 2), enzimas que modulan la bioactividad de las HT (Escobar et al., 1999; Gambert,

1996).

La TSH estimula practicamente todos los aspectos de la produccién vy liberacion

de las HT por la glandula tiroides, influyendo a varios niveles del metabolismo vy
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crecimiento tiroideo. La funcién tiroidea también es influida localmente por la
disponibilidad del yodo, cambios en el flujo sanguineo, efectos directos del sistema
nervioso simpatico y parasimpatico sobre la glandula, asi como por el efecto permisivo
de otras hormonas como la insulina, IGF1 y la recientemente descrita tiroestimulina

(Dumont et al., 2005; Nakabayashi et al., 2002; Mc Nabb, 1992).

Biosintesis de las hormonas tiroideas

El proceso de sintesis de las HT inicia en la membrana basal del tirocito, donde
se expresa el simportador Na*/I" o NIS, proteina responsable de la captacion de yodo
del liquido extracelular hacia el interior de la célula. La captacion de yodo se produce
en contra de un gradiente de concentracién (el yodo se encuentra entre 20 a 40 veces
mas concentrado en el tirocito que en el plasma) y eléctrico (con un gradiente
aproximado de -40 mV en el tirocito comparado con liquido extracelular). La funcién del
NIS es posible gracias a que se encuentra acoplado funcionalmente con la bomba
Na*/K* ATPasa, que genera el gradiente de sodio requerido para la adecuada funcion
del NIS (Carrasco, 2000; Wolff, 1964). Una vez que el yodo se encuentra dentro del
tirocito se transporta hacia el lumen folicular a través de la membrana apical; en este
proceso participa (al menos parcialmente) la pendrina o PDS, que funciona como un
cotransportador cloro/yodo, favoreciendo el eflujo del yodo hacia el coloide (Gillam et
al., 2004).

Por otra parte, el tirocito produce y secreta hacia el coloide una glicoproteina
homodimérica de alto peso molecular conocida como tiroglobulina (Tg), en cuya

sintesis participan al menos siete diferentes chaperonas (calnexina, BiP, GRP94, PDlI,
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etc.). Estas chaperonas se localizan en el reticulo endoplasmico y facilitan el correcto
plegamiento tridimensional de la Tg, lo cual parece ser clave para el proceso de
organificacion y acoplamiento (Dunn & Dunn, 2000; Kim, 1998). El siguiente paso en la
sintesis hormonal consiste en la oxidacién o activacién del yodo en la interfaz
membrana apical-lumen folicular, proceso catalizado por la peroxidasa tiroidea (TPO).
La TPO es una glicoproteina con un grupo prostético hemo que requiere H,O, como
cofactor. La produccion de H20O, en el tirocito se lleva a cabo por la oxidasa tiroidea
(THOX 6 DUOX) lo que constituye un factor limitante tanto en el proceso de oxidacion
del yodo como en su organificacion a la Tg y en el subsecuente proceso de
acoplamiento de las yodotirosinas. Una vez que el yodo ha sido oxidado se convierte
en una forma mas reactiva capaz de unirse a ciertos residuos tirosilo (organificacion)
presentes en la estructura de la tiroglobulina. De los 5,496 residuos de aa. Presentes
en la Tg, 134 de estos corresponden a residuos tirosilo y aproximadamente 18 (13%)
de dichos residuos estan yodados en la molécula madura. Al menos la mitad del yodo
total presente en la Tg esta organificado en los yodoaminoacidos MIT y DIT. Asi, la Tg
actua como una matriz de soporte, donde los residuos tirosilo que han sido yodados
(yodotirosinas) se unen entre si (reaccion también conocida como acoplamiento,
favorecida por la TPO) generando la estructura final de las yodotironinas. Bajo
condiciones fisioldgicas, la proporcion promedio de componentes yodados por cada
molécula madura de Tg es la siguiente: 5 MIT's (5 atomos de yodo o 17% del yodo
total), 5 DIT's (10 atomos de yodo o 33% del yodo total), 3 T4's (12 atomos de yodo o
40% del yodo total), y 1 T3's (3 atomos de yodo o 10% del yodo total) (Taurog, 1996;

Escobar et al., 1999; Dunn, 2000). Tanto las yodotironinas como las yodotirosinas
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permanecen unidas a la estructura de la Tg, conformando asi el principal reservorio
hormonal en el organismo. Posteriormente, y en respuesta a la hormona estimulante de
la tiroides (TSH), la tiroglobulina yodada presente en el coloide es endocitada por el
tirocito y subsecuentemente degradada por enzimas lisosomales; liberando asi de su
estructura a los compuestos yodados (Taurog, 1996; Dunn & Dunn, 2001).
Tradicionalmente se ha propuesto que las HT son liberadas a la circulacion a través de
difusién pasiva (argumento favorecido por la naturaleza lipofilica de las HT); sin
embargo recientemente se ha propuesto la existencia de transportadores membranales
especificos para esta funcién, aunque su identidad no ha sido determinada (Rousset &
Dunn, 2004). Como se esquematiza en la figura 2, las distintas yodotironinas difieren
entre si por la localizacion de los atomos de yodo dentro de su estructura, lo cual
determina la afinidad de unién a los receptores hormonales y por ende su bioactividad

hormonal.

En el segundo trabajo incluido en esta introduccion se revisaron los conceptos
basicos relativos al desarrollo y anatomia de la glandula tiroides, asi como el
conocimiento actual en la fisiologia tiroidea y de una de sus principales entidades
fisiopatoldgicas: el hipotiroidismo neonatal (HNe). En el trabajo numero dos se hace un
énfasis especial en la correlacion del defecto molecular con los hallazgos clinicos
observados en los pacientes afectados con HNe. Asimismo, tomando en cuenta los
avances recientes en la fisiopatologia del HNe se propone una nueva clasificacion del
mismo, donde se identifican tres grandes tipos: el endémico (producido por la

deficiencia en la ingesta de yodo), el transitorio (generalmente producido por la
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transferencia placentaria de anticuerpos maternos) y el esporadico (producido por
alteraciones especificas en cualquiera de los pasos a nivel de regulacién, produccién y
transduccion de las hormonas tiroideas). En este trabajo se identifica la necesidad de
realizar una mayor concertacion en las politicas nacionales de salud publica para la
prevencion del hipotiroidismo endémico, actualmente la principal causa a nivel mundial
de retraso mental prevenible (Delange & Hetzel, 2005). Este trabajo remarca también la
necesidad de identificar la etiologia del HNe como parte de la evaluacion y abordaje
integral del paciente, lo cual permite proponer un tratamiento personalizado, realizar un
adecuado consejo genético para la familia y generar un pronéstico mas solido para el

paciente afectado.

Autoregulacién de la glandula tiroides

El concepto de autoregulacién de la glandula tiroides implica la presencia de
mecanismos regulatorios autonomos, respecto a la influencia de la TSH, sobre el
proceso de sintesis de las HT (Penel, et al., 1987). Estos efectos autoregulatorios son
generalmente determinados por los niveles circulantes de yodo. En este sentido, desde
1923 se conoce que el yodo ejerce un efecto bloqueador en la funcion tiroidea
(Plummer, 1923). Mas tarde se obtuvo evidencia tanto in vitro como en in vivo, de que
la organificacion intratiroidea de yodo era inhibida por la administracion de grandes
cantidades del halégeno; esto es actualmente conocido como el efecto Wolff-Chaikoff
(EWC) (Morton et al., 1944; Wolff & Chaikoff, 1948). Sin embargo, a pesar de haber
sido inicialmente descrito hace mas de 80 afos, son muchas las incégnitas que

permanecen acerca de este interesante fendmeno. EI EWC es de naturaleza
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transitoria, debido a que la organificacion de yodo se reinicia tan pronto como la
concentracion de yodo circulante disminuye mas alla de un nivel umbral, el cual, en el
caso de los humanos, esta entre 15 a 28 ug/dL (Verger et al., 2001). Por otra parte, si
la concentracién de yodo se mantiene elevada de forma constante, generalmente la
glandula tiroides reinicia la organificacion de yodo 24 a 48 horas después. A esto se le
conoce como el fenomeno de escape del efecto Wolff-Chaikoff (Wolff & Chaikoff, 1948).
Se sabe también que el EWC y su posterior fendmeno de escape, estan determinados
primordialmente por la concentracién intratiroidea de yodo (Raben, 1949). Actualmente
se reconoce que las respuestas por parte de la glandula tiroides a la administracion de
yodo son multiples e incluyen una inhibicién o disminucion en los siguientes pasos:
captacién y organificacién del yodo (debido a una disminucion en el NIS y TPO,
respectivamente), acoplamiento de las yodotirosinas, produccién de H,0O,, respuesta a
la TSH y liberacién de HT (Eng et al., 1999; Panneels et al., 1994; Becks et al., 1987,
Cochaux et al., 1987; Laurent et al., 1989). La apariciéon de todos estos efectos
inhibitorios, con excepcién del efecto sobre la secrecién de HT, es prevenida por la
administracion previa de farmacos bloqueadores de la captacion de yodo (e.g.
perclorato de potasio) o bloqueadores de la organificacién del yodo (e.g. metimazol)

(van Sande et al., 1975).

Descripcion bioquimica y entorno funcional de la deshalogenasa tiroidea (tDh)
Como se muestra en la Figura 5, la desyodacion intraglandular de MIT y DIT es
un proceso de tipo reductivo que da lugar a la liberacion del I" de la estructura de la

yodotirosina; favoreciendo asi la reutilizacion del halégeno en un nuevo ciclo de
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sintesis hormonal. De esta manera, la actividad catalitica de la tDh representa un
mecanismo intraglandular para conservar el yodo, cuya relevancia funcional se
manifiesta por la existencia de bocio e hipotiroidismo en pacientes afectados con
deficiencia congénita de la enzima (véase siguiente seccidén) (Rosenberg & Goswami,
1984, Ismail-Beigi, 1977). Con base en la descripcion realizada en 1979 por Rosenberg
y Goswami, la tDh bovina corresponde a una flavoproteina de aproximadamente 42
Kda que contiene flavinmononucleétido (FMN) como grupo prostético. La enzima
consiste de dos subunidades con masa molecular semejante (~22.3 kDa) que
aparentemente comparten una sola molécula de FMN. La tDh se encuentra
principalmente en la fraccion particulada (fraccion mitocondrial ligera y fraccion
microsomal pesada) de la glandula tiroides bovina y ovina y también, aunque en grado
minimo, en el higado y riidn de la rata (Stanbury & Morris, 1958; Rosenberg &
Goswami, 1984). EI cofactor natural propuesto para esta enzima es el
nicotinadenindinucleétido fosfato (NADPH) y su mecanismo catalitico es de tipo
reductivo. Este mecanismo difiere de la desyodacion microsomal termoestable, asi
como de los procesos foto-activados que requieren oxigeno y que se han descrito en

varios tejidos, incluyendo la glandula tiroides. Estas desyodaciones aerobicas parecen

tDh
OH COO OH COO+ I

NH:"  NADPH NADP* NH;"
| H

Figura 5. Mecanismo de accion propuesto para la deshalogenacion catalizada por la tDh. El
esquema ilustra la desyodacién de DIT y la consecuente produccién de MIT y yoduro. La
remocion del halégeno puede ocurrir indistintamente en una u otra de las posiciones que lo
contienen. Se desconoce la formacion de compuestos intermediarios.
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ser reacciones peroxidativas de naturaleza no fisiolégica (Rosenberg & Goswami, 1979

y 1984).

La actividad de la tDh no es dependiente de oxigeno y se inhibe en presencia de
iones cupricos; o bien de 3,5-dinitro-tirosina y 3-bromotirosina. Por el contrario, la
enzima no es inhibida por cianuro, citrato o yoduro (Rosenberg & Goswami, 1979). La
actividad catalitica de la tDh es relativamente mayor para DIT que para MIT. La
proporcion de DIT que es degradada por unidad de tiempo es dependiente de la
concentracion del substrato y se reduce por la adicién de MIT. Los productos finales de
la desyodacién de una u otra yodotirosina son I" y tirosina, y no se identificaron otros
productos cuando se utilizaron DIT y MIT marcadas con 'l y "C. De esta forma, la
desyodacion no parece ser precedida por una alteracién en la estructura molecular de
la yodotirosina, ni la remocion del yodo parece provocar cambios permanentes en el
anillo benceno de la tirosina (Rosenberg & Goswami, 1979 y 1984). En humanos
normales, aproximadamente del 10 al 30% del yodo total organico presente en la
circulacion sanguinea esta contenido en las yodotirosinas. La concentracion sérica de
MIT en humanos es de aproximadamente 250 ng/dL, mientras que la de DIT es de 8

ng/dL (Burger, 1986).

Como se mencioné previamente, la funcion de la tDh parece consistir
exclusivamente en catalizar la remocion de los atomos de yodo de la molécula de MIT y
DIT, permitiendo asi la reutilizacion del halégeno para la sintesis hormonal de novo. En
contraste, ademas de favorecer el reciclaje de este oligoelemento, la actividad de las
desyodasas (intra- y extratiroideas) regula de manera 6rgano-especifica, la bioactividad

de las tironinas. Por esta razon, para algunos autores las ID son los guardavias
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intracelulares de la activacion o inactivacion de las HT a nivel periférico (Kdhrle, 1999;

Visser, 1996).

Deficiencia congénita de la tDh

Se ha descrito un cuadro clinico relacionado con la deficiencia de la tDh en
humanos (numero de acceso en la base de datos de enfermedades genéticas humanas
del National Center for Biotechnology Information: 274800; pagina web de acceso:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM). La deficiencia de tDh
tradicionalmente se asocia con un cuadro de hipotiroidismo congénito severo, en el
cual aparecen bocio, retardo mental y retraso en el crecimiento somatico. En las
pruebas de laboratorio se detectan bajos niveles circulantes de yodotironinas, altos
niveles circulantes de yodotirosinas y, cuando la ingesta de yodo es suficiente, pérdida
urinaria de yodo y yodotirosinas, lo cual produce una severa pérdida de yodo por orina
(Ismail-Beigi & Rahimifar, 1977; Hutchison & Mc Girr, 1954 y 1956; Kusakabe &
Miyake, 1963; Codaccioni et al., 1970; Rochiccioli & Dutau, 1974). La transmision de
esta enfermedad es de tipo autosémico recesivo. El diagndstico puede ser hecho
formalmente por la administracion de DIT radiomarcada; normalmente la DIT seria
desyodada, mientras que en dichos pacientes la mayoria de ésta es secretada sin
modificaciones en la orina. En estos pacientes el hipotiroidismo resultante es producido
por la simple deplecién de yodo ocasionada por la deficiencia enzimatica, por lo que
uno de los tratamientos iniciales consiste simplemente en administrar grandes
cantidades de yodo en la dieta para compensar la pérdida en el reciclaje intratiroideo

(Mc Kusick, 1998).
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Se ha creado un modelo en ratas para los hallazgos observados en humanos
con deficiencia de la tDh, utilizandose un inhibidor de la enzima, la 3-nitro-L-tirosina,
aunada a una dieta baja en yodo. La aplicacion de este inhibidor en el agua de beber y
la dieta baja en yodo produjeron un cuadro muy similar al descrito en humanos para la
deficiencia congénita, de tDh, las ratas presentaban pérdida urinaria de yodo, bocio e
hipotiroidismo (Green, 1976). Se ha observado también que la aplicacion de este
inhibidor en la glandula tiroidea de rata in vivo produce una marcada secrecion de
yodotirosinas hacia el torrente vascular; mientras que en ausencia del inhibidor, las
yodotirosinas apenas si fueron detectadas en la perfusion (Greer & Grimm, 1968). El
mecanismo propuesto para la accion de la 3-nitro-L-tirosina es de tipo competitivo con

el substrato (Green, 1968).

Desyodasas de yodotironinas.

Las ID fueron descubiertas en 1970 a partir de experimentos de investigacion
clinica, donde se observd la presencia de T3 en pacientes atireéticos que habian
recibido unicamente T4 como terapia de remplazo (Sterling et al., 1970; Braverman et
al., 1970). El estudio de las desyodasas constituye actualmente una de las fronteras en
el conocimiento de la fisiologia tiroidea. Tomando en cuenta sus caracteristicas
operacionales y cinéticas, se han identificado tres diferentes tipos de isoenzimas en el
hombre y otros vertebrados: ID1, ID2 e ID3 (Bianco, 2005). Las tres proteinas estan
codificadas por tres genes distintos y catalizan, con diferentes constantes de afinidad
por el substrato, la desyodacion reductiva de T4 y sus metabolitos: Ts, rTs (Ts reversa),

T,y T4 (diyodo- y monoyodo-tironinas).
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Las tres isoenzimas son responsables de la mayor parte del metabolismo de las
hormonas tiroideas, al cual contribuyen en menor proporcion las reacciones de
sulfatacion, glucuronidacion y desaminacion oxidativa, involucradas principalmente en
su inactivacién y eliminacion (Wu, 2005). Las ID son proteinas integrales de la
membrana que requieren compuestos tioles como cofactor. Las IDs han sido
caracterizadas como proteinas homodlogas, con subunidades cataliticas de
aproximadamente 250 aminoacidos (Bianco & Larsen, 2005). Las IDs pertenecen a una
familia de selenoproteinas altamente conservadas a lo largo de la filogenia en términos
de estructura y funcién. El sitio catalitico de las desyodasas esta conformado por un
aminoacido modificado: la selenocisteina (SeCys), que para algunos autores debe ser
considerado como el 21° aminoacido basico precursor de las proteinas en los seres
vivos. El cambio de esta SeCys por una Cys por medio de mutagénesis dirigida altera
las propiedades cataliticas de la enzima. La accién regulada y estrictamente
coordinada de las tres desyodasas juega un papel central en la regulacién fina de las
acciones permisivas de las HT; influyendo virtualmente en todas las reacciones del
metabolismo intermediario, energético y estructural durante el desarrollo y la
diferenciacion, asi como en el mantenimiento de la funcion celular normal y de la

fisiologia corporal (Kohrle, 1999; Visser, 1996; Bianco et al., 2002).

Desyodasa tipo | (ID1)

De las tres desyodasas la ID1 es la isoenzima que ha sido mas estudiada. Se
expresa predominantemente en higado, rifion, tiroides, hipdfisis anterior y cerebro, en

donde los valores de Vuax oscilan entre 2-5 pmol/mg proteina/h. Esta enzima esta
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compuesta por dos subunidades idénticas de aproximadamente 27 kDa cada una, las
cuales funcionan unicamente como dimeros en un ambiente fosfolipidico. Su
localizacion subcelular es semejante en la mayoria de los tejidos que la contienen, en

los que se localiza en la superficie citosdlica del reticulo endoplasmico (Kohrle, 1999).

Estudios de doble marcaje que analizan la velocidad de captura del substrato;
asi como el tiempo de permanencia del mismo y el tiempo de aparicién del producto en
la circulacion sistémica, han llevado a proponer que la funcion de la ID1 es la de
proveer T3 al compartimiento vascular. Se sabe que en los humanos sanos mas de
70% de la T3 circulante proviene de la desyodacion extratiroidea de la Ty,
principalmente a nivel hepatico, 6rgano que en especies mamiferas uUnicamente
expresa ID1. Aun cuando el substrato de la ID1 in vivo es la T4, su preferencia por
substrato in vitro es: rT3 > T4 > 3',5’-T, > 3,3’-T, con valores de Ky aproximados en el
rango micromolar. Se ha observado que la desyodacion del anillo tirosilo por esta
enzima esta facilitada por la sulfatacion de las tironinas. A diferencia de las otras
desyodasas, la ID1 es capaz de desyodar tanto el anillo tirosilo como el fenilo,

formando asi tanto T3 como rT3 (Bianco et al., 2002; Bianco & Larsen 2005).

El mecanismo de reaccion de la ID1 es de tipo “ping-pong” bisubstrato, siendo la
tironina el sustrato primario y el cofactor el secundario. Debido a este mecanismo de
accion, la ID1 tiene un requerimiento alto de substrato y bajo de cofactor. Aun no se
conoce el cofactor endégeno de estas enzimas, pero se ha observado que el DTT es el
cofactor mas eficiente in vitro. Una de las caracteristicas bioquimicas de la ID1 es su
susceptibilidad para ser inhibida por agentes como la tioglucosa aurica y el

propiltiouracilo (PTU). Esta caracteristica no es compartida por la ID2 ni por la ID3, por
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lo que el uso de estos agentes permite distinguir experimentalmente a la ID1. La
regulacion de las desyodasas parece depender primordialmente de tres factores: el
aporte y disponibilidad del substrato, el balance energético del organismo, y la
participacion de otros mensajeros neuroendocrinos como el acido retinoico, la hormona

del crecimiento y TSH (Kohrle, 1999; Koenig, 2005).

Con la clonaciéon del ADN complementario que codifica para la ID1 de rata, se
descubrié que esta enzima pertenecia al grupo de las selenoproteinas, ya que, como
se menciono6 anteriormente, contiene una SeCys en el sitio activo de la molécula. Esto
le confiere caracteristicas unicas al ARNm que codifica para la sintesis de estas
enzimas. En efecto, el ARNm contiene en el marco abierto de lectura un triplete TGA y
este coddn, que en el resto de los ARNm codifica como una sefial de paro de la
traduccion, en el ARNm de la ID1 codifica para la insercién del aminoacido modificado
SeCys. Ademas, estos mensajeros requieren de una secuencia recodificadora para ese
triplete. Dicha secuencia se encuentra en la region 3’ no traducida del ARNm y se
conoce como SECIS o secuencia de insercion de selenocisteina (Berry & Larsen,
1991). La identificacion y analisis del gen que codifica para la ID1 mostro en la region
promotora del mismo la presencia de 2 elementos funcionales responsivos a HT (TRE).
Estos hallazgos confirmaron los estudios fisiolégicos que sugerian que la regulacién de

la ID1 ocurria principalmente a nivel pre-traduccional (Toyoda et al., 1992).

Por otra parte, se ha reportado la existencia de una cepa de ratones (C3H) con
actividad ID1 disminuida entre 5 a 10 veces; siendo esto explicado por una insercién de
repeticion en la region 5° en ambos alelos del gen codificante para esta enzima. En

dicha cepa solamente se observa un incremento en las concentraciones de T4
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circulante, pero con niveles circulantes de T3 normales; sin mayores repercusiones

fisiologicas (Maia et al., 1995).

Desyodasa tipo 2 (ID2)

Esta enzima fue inicialmente descrita en cerebro e hipdfisis de rata. La ID2 tiene
una distribucion mas limitada que la ID1; la mayor actividad se ha reportado en el
SNC, hipdfisis, tejido graso pardo y placenta. Al igual que la ID1, la ID2 es una proteina

integral de la membrana (Kohrle, 1999).

Estudios cinéticos utilizando radiomarcaje con doble is6topo en el sistema
nervioso central e hipofisis de animales hipotiroideos sugieren que la desyodacion de
T4 a través de la ID2 genera T3, que es utilizada localmente por la misma célula que la
produce. Esto sugiere que la funcion de la ID2 es la de asegurar el aporte suficiente y
adecuado de T3 a la célula que expresa a la enzima. Esto explica su expresiéon en el
SNC, especificamente durante los periodos criticos de desarrollo fetal en donde el
aporte de T3 es indispensable para la neurogénesis y la mielinogénesis. Ademas, la D2
también juega un papel importante en la regulacion de la termogénesis. A diferencia de
la ID1, la ID2 unicamente desyoda el anillo externo de la molécula de tironina,
generando T3 6 3, 5-T,, ambas tironinas con actividad bioldgica. La ID2 es una enzima
con alta afinidad para T4, (Km 1-2 nM). El mecanismo de accion de la ID2 es del tipo
secuencial y no es susceptible de ser inhibida por PTU ni tioglucosa aurica. La 1D2, al
igual que la ID1, es regulada por las HT, pero de manera inversa a los mecanismos

descritos para la ID1 (Kohrle, 1999; Bianco et al., 2002).
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Desyodasa tipo 3 (ID3)

Esta isoenzima remueve exclusivamente el yodo de la posicion 5 (o su
equivalente 3) del anillo tirosilo (interno) de las yodotironinas; de esta forma es
obligatoriamente una enzima inactivante de las HT y sus metabolitos. Al igual que la
ID2, el mecanismo de reaccién de esta isoenzima es de tipo secuencial y los valores
aproximados de la Ky para la T3 y T4 se encuentran en el rango nanomolar; mas bajos
que los de la ID1. El hipotiroidismo disminuye la actividad de esta isoenzima y el
hipertiroidismo la aumenta, al igual que ocurre con la ID1. Esta isoenzima se expresa
principalmente en placenta, piel y SNC, especialmente durante el desarrollo fetal. La
ID3 parece jugar un papel importante en la inactivacion de la T3 y T4 en los 6rganos en
tiempos o condiciones donde la presencia inapropiada de altas concentraciones de la
prohormona T4 o de la hormona activa T3 pueden ser deletéreas para la apropiada

funcién de los diversos tejidos (Bianco et al., 2002; Huang, 2005).

NOTA ACLARATORIA:

La introduccion incluye dos articulos de revision para los cuales los derechos de autor
fueron cedidos a las revistas correspondientes por lo que no pueden ser incluidos en
esta version electrénica de tesis.

A continuacion se incluyen los datos referenciales de estos articulos para su consulta.
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TRABAJO NUMERO UNO

Tipo: Articulo de revision ya publicado.

Autores: Valverde-R C, Orozco A, Becerra A, Jeziorski MC, Villalobos P & Solis-S

JC:

Titulo: Halometabolites and Cellular Dehalogenase Systems: An Evolutionary

Perspective.

Referencia: International Review of Cytology. 2004; 234: 143-199.
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TRABAJO NUMERO DOS

Tipo: Articulo de revision ya publicado.

Autores: Solis-S JC & Valverde-R C.

Titulo: Hipotiroidismo  Neonatal: fisiopatogénia, aspectos

metabdlicos y clinicos.

Referencia: Revista de Investigacion Clinica. 2006; 58(4): 318-334.
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HIPOTESIS

La glandula tiroides de rata expresa una deshalogenasa que es, desde los

puntos de vista cinético y operacional, una enzima diferente a la 1D1 tiroidea.

OBJETIVOS

General:

Caracterizar bioquimica y funcionalmente a la deshalogenasa tiroidea de rata

(rtDh).

Especificos:

a) Establecer y estandarizar un ensayo para cuantificar la actividad de la rtDh.

b) Caracterizar bioquimicamente a la rtDh, estableciendo sus constantes
cinéticas.

c) Diferenciar mediante el ensayo bioquimico la actividad ID1 tiroidea de la
actividad rtDh.

d) Caracterizar funcionalmente a la rtDh, en diversos estados tiroideos.
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DISCUSION GENERAL

Como se ha visto a lo largo de este trabajo de tesis, el yodo es un halégeno
indispensable para la sintesis de yodotironinas u hormonas tiroideas (HT). Debido a su
escasez en la biosfera, el yodo es considerado un oligoelemento; sin embargo este
halégeno es activamente concentrado en la glandula tiroides. Este tejido posee un
sistema especializado de enzimas capaces de remover atomos del halégeno de
substratos yodados: la deshalogenasa tiroidea de yodotirosinas (tDh) y la desyodasa

de yodotironinas (ID).

La descripcidn inicial de la tDh se remonta a los inicios de la década de 1950
(Roche et al., 1952) y previo a los presentes estudios no se habia realizado una
comparaciéon simultanea y diferenciacion puntual entre la deshalogenasa tiroidea y la
desyodasa de yodotirosinas tipo 1. Los trabajos tercero y cuarto de esta tesis comparan
y contrastan las propiedades de ambas enzimas en la glandula tiroides de rata, nuestro
modelo experimental. Especificamente en el tercer trabajo se comparan las
caracteristicas cinéticas y operacionales de la tDh e ID1. En este sentido, ademas de
ser coexpresadas en la glandula tiroides de rata, se observé que la tDh y la ID1
comparten ciertas similitudes tales como el reconocimiento de substratos yodados, su
naturaleza oxidoreductiva, su mecanismo de reaccion y los valores de sus parametros
cinéticos. Sin embargo ambas enzimas presentan diferencias puntuales a nivel de
substratos, cofactores y sensibilidad a inhibidores; lo cual les permite desempenar
diferentes papeles fisioldgicos en la fisiologia tiroidea. La tDh deshalogena solamente a

los precursores directos en el proceso de sintesis de las hormonas tiroideas: las
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yodotirosinas MIT y DIT, permitiendo asi el reciclaje intratiroideo del yodo. Por otra
parte, la ID1 reconoce como substrato unicamente a las yodotironinas; modificando asi
la bioactivacion de las HT a través de su desyodacion tanto a nivel de la glandula
tiroides como de los tejidos periféricos donde las desyodasas también son expresadas.
Asi mismo, en este trabajo se caracteriz6 la especificidad de cofactores para una y otra
enzima, y la sensibilidad a inhibidores enzimaticos especificos. La tDh cataliza la
desyodacion de yodotirosinas con NADPH y ditionita como cofactores, mientras que la
ID1 no reconoce a estos agentes. Por otra parte, la ID1 cataliza su reaccion con el
ditiotreitol como cofactor, a diferencia de la tDh. De forma similar, la tDh es inhibida por
la dinitrotirosina y la dibromotirosina, mientras que la ID1 es inhibida por el
propiltiouracilo. Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron diferenciar ambas
actividades enzimaticas y proponer un modelo para explicar el mecanismo de reaccidn

de ambas enzimas.

En el cuarto trabajo se estudian ambas actividades enzimaticas in vivo a nivel
funcional. Los resultados muestran que ambas enzimas parecen ser inducidas por la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) y en el caso particular de la ID1, también por
las HT. Debido a que los mecanismos de autorregulacion tiroidea estan estrechamente
relacionados con la concentracion intraglandular de yodo (efecto Wolff-Chaikoff), los
resultados obtenidos al modificar la concentracion del halégeno en la regulacion de
ambas deshalogenasas son de particular relevancia. El efecto Wolff-Chaikoff implica
una disminucion o bloqueo en la organificacion intratiroidea de yodo, debido a un

incremento en la concentracién intraglandular del halégeno (Wolff & Chaikoff, 1948;
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Raben, 1949). A nivel funcional, el efecto Wolff-Chaikoff permitiria proteger al sistema
ante un incremento sensible en las concentraciones circulantes de yodo, lo cual podria
causar un incremento en la produccién y liberacién de HT a la circulacion. Este efecto
es transitorio y, en el caso de mantener la administracién de yodo constante respecto al
tiempo, la organificacidon se reanuda una vez que la concentracion intratiroidea de yodo
disminuye por debajo de cierto nivel umbral. Esto es debido a una disminucién o
inhibicion en la captacién del halégeno por el transportador sodio/yodo (NIS) y se
conoce como el fendbmeno de escape del efecto Wolff-Chaikoff (Eng, 1999). Cuando en
este trabajo se analizé el modelo de hiperyodemia ambas actividades enzimaticas
disminuyeron significativamente desde etapas tempranas del tratamiento (1er dia),
persistiendo disminuidas hasta una semana después de continuar la administracion de
yodo. Inversamente, cuando las concentraciones intratiroideas de yodo fueron
reducidas farmacolégicamente (bloqueando tanto la captacién como la organificacion
del halégeno) en animales hipofisectomizados, la actividad de ambas enzimas se
incrementd notablemente. Para este modelo se decidi®6 emplear animales
hipofisectomizados con la finalidad de controlar la concentracion circulante de TSH y la
produccion de HT que, como se mencion6é modifican la actividad enzimatica de la tDh e
ID1. Estos resultados sugieren fuertemente una relacion inversa entre la concentracion
intratiroidea de yodo (manipulada farmacologicamente) y entre la actividad de ambas
deshalogenasas intratiroideas. De esta forma, se propone en este trabajo que en
adicién a una disminucidn en su captacion, la disminucién en la generacion intratirodea
de yodo inorganico (producida por la disminucién en la actividad de la tDh e ID1) puede

favorecer entonces la aparicion del fenomeno de escape del efecto Wolff-Chaikoff.
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Estos resultados sugieren que ambas enzimas podrian estar participando directamente
y de forma importante en el proceso de autorregulacién tiroidea, nocion previamente no

considerada en la literatura.

Durante mi estancia postdoctoral en el laboratorio del Dr. Peter Kopp en la
Northwestern University he tenido la oportunidad de realizar algunos experimentos
preliminares con la finalidad de caracterizar la regulacion del promotor del gen que
codifica para la tDh. Estos resultados preliminares fueron obtenidos al transfectar un
gen reportero, acoplado al promotor de la tDh, en cultivos celulares derivados de tejido
tiroideo. Utilizando esta metodologia observé que la activacién basal del promotor
disminuye en presencia de concentraciones fisiolégicas de yodo. Aun mas, esta
disminucién en la activacién del promotor de la tDh debida al yodo parece ser tejido-
especifica, ya que esta respuesta no se encontrd al realizar estos experimentos en
cultivos celulares derivados de tejidos no tiroideos. Asimismo, ademas de validar
algunos de los resultados funcionales obtenidos en esta tesis, dichos resultados
preliminares manifiestan la alta especializacion de la glandula tiroides en el manejo y

regulacion del halégeno para la sintesis de HT.

Por otra parte, en fechas relativamente recientes se ha descrito otro componente
mas en el proceso de autorregulacion tiroidea: la participacion de la tiroglobulina
folicular como un regulador en la transcripcidn de genes involucrados en el proceso de
sintesis de HT (Kohn, 2001). En relacion a este efecto, recientemente obtuve

resultados preliminares donde utilizando microarreglos de cultivos celulares derivados
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de tejido tiroideo tratados con tiroglobulina a concentraciones fisiolégicas observé una
disminucién en el ARNm que codifica tanto para la tDh como para la ID1, asi como
modificaciones previamente no descritas en otros ARNm que codifican para proteinas
indispensables en el proceso de sintesis de las HT. El efecto de la tiroglobulina sobre el
proceso de sintesis de HT ha sido escasamente estudiado, y actualmente los

mediadores involucrados en el mismo no han sido determinados.

El estudio del metabolismo intratiroideo del yodo y de los mecanismos que
participan en el proceso de autorregulacion de la glandula tiroides constituye un gran
reto para el campo de la fisiologia tiroidea. Asimismo, un mejor entendimiento de estos
mecanismos permitird ofrecer un mejor abordaje y opciones terapéuticas para los

trastornos de la funcién de la glandula tiroides.
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CONCLUSIONES GENERALES

El yodo es un oligoelemento y componente esencial en la sintesis intratiroidea de

yodotironinas u hormonas tiroideas (HT), donde es activamente concentrado.

La glandula tiroides posee un sistema distintivo de deshalogenasas, que en el caso
de la rata estda compuesto por la deshalogenasa tiroidea de yodotirosinas (tDh) y la

desyodasa de yodotironinas tipo 1 (ID1).

Ambas deshalogenasas comparten similitudes bioquimicas y cinéticas; sin embargo

poseen diferencias puntuales que a nivel operacional explican sus diferentes

papeles fisioldgicos.

La tDh se encarga del reciclaje intratiroideo del yodo, mientras que la ID1 es

responsable de la bioactivacion de las HT al catalizar su desyodacion.

La actividad de ambas enzimas es incrementada por la TSH, y en el caso de la ID1

también por las HT.

Ambas actividades enzimaticas muestran una relacidon inversa in vivo con la

concentracion intratiroidea de yodo.
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v" Nuestros resultados sugieren que tanto la tDh como la ID1 participan en el proceso
de autorregulacion tiroidea al favorecer el fendbmeno de escape del efecto Wolff-

Chaikoff.
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PERSPECTIVAS

El metabolismo intratiroideo del yodo es un proceso que involucra mecanismos
variados y complejos, y sobre el cual aun son muchas las interrogantes existentes. Un
claro ejemplo de esto lo constituyen los mecanismos de autorregulacién de la glandula
tiroides. Estos mecanismos estan estrechamente regulados por la concentracidon
intraglandular de yodo, de la cual uno de los principales determinantes son las enzimas
responsables de la deshalogenacién de los yodometabolitos: la tDh e ID1. En este
sentido, una linea de investigacion abierta con este trabajo de tesis es la
caracterizacion del promotor de la tDh e ID1, que incluya la identificacién y localizacién
de posibles elementos responsivos a los principales factores involucrados en el
proceso de sintesis de las yodotironinas, tales como la TSH, el yodo, la tiroglobulina, y

las propias HT.

El presente trabajo de tesis sienta las bases para un estudio mas profundo en la
caracterizacion de los procesos que participan en la deshalogenacion de los
compuestos yodados; en el cual el abordaje molecular permitira un mejor y mas claro

entendimiento en los procesos responsables del metabolismo intratiroideo del yodo.
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