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RESUMEN 

En ésta tesis se reporta la identificacién y caracterizaci6n de la via ORD hepatica en 
machos, hembras y hembras prefiadas de una tagartija endémica (Sceloporus grammicus ) y la 
respuesta fisiolgica de ésta actividad enzimatica durante la aclimatacién. Los resultados 
mostraron que la via ORD, no presenta actividad DI! y esta catalizada exclusivamente por la 

desyodasa DI. El higado de esta especie de tagartiias expresa la actividad DI mas alta reportada 
hasta la fecha en vertebrados. Esta actividad es dimérfica siendo los machos los que presentan la 

mayor actividad enzimatica. El! andlisis cinético se realizé con tres diferentes temperaturas. Los 
resultados, exhibieron una relacién directa entre la Km y ‘a temperatura, que claramente 
representa una compensacién térmica inmediata, de tipo modulacién térmica positiva (Hochachka 
y Somero, 1969, 1984). Las caracteristicas operacionales de ésta enzima i.e. sustrato 
preferencial, requerimientos del cofactor y susceptibilidad a inhibidores, son similares a tos 
teportados para una tipica enzima tipo | en otros vertebrados (Leonard y Visser 1986; Galton 
1988, Kéhrle et a/, 1992; McNabb 1992). Asi, el sustrato preferencial in vitro fue rT3 con valores 

de Km en el intervalo micromolar, y la cinética de la reaccién correspondié a un tipico patron de 
“ping-pong”. La actividad se inhibiéd con propiltiouracilo (PTU) y tioglucosa aurica (GTG), ademas 
presento parametros cinéticos aparentes en e! mismo intervalo que los reportados para ésta 
enzima en el higado de rata. Sin considerar el método y la especie utilizada, nuestros resultados 
son congruentes con la nocién de que ia actividad desyodativa total (T4-ORD) en higado de 
serpientes (Elaphe taeniura) esta catalizada por una desyodasa parecida a la de mamiferos 

(Wong et a/ 1993). De la misma manera, los resultados muestran que el higado de lagartijas 
expresa la actividad DI mas alta reportada en vertebrados, estan de acuerdo con una 
comunicaci6n corta en un congreso (Darras et al, 1994), e indican la abundancia relativa de esta 
enzima en ef higado de lagartijas. En conjunto, estos resultados apoyan la nocién de que 
excluyendo a los teleésteos (Orozco et a/, 1997) y anfibios (Becker et af, 1997), en el higado det 
testo de los vertebrados adultos, la via ORD esta catalizada exclusivamente por una desyodasa 
tipo | (McNabb, 1992). Un hallazgo muy importante del presente trabajo consistié en la 
sorprendente estabilidad catalitica que la enzima exhibe en una amplio intervalo de temperatura y 
pH. Esta estabilidad se explica primero por un sistema de amo. ‘iguacién en el sitio activo de la 
enzima, que responde a cambios de pH-temperatura, los cuales permiten que un mismo tipo 

enzimatico actue bajo condiciones microambientales diferentes, manteniendo una estabilidad 
catalitica. El amptio intervalo de termo-estabilidad encontrado se puede explicar por la 
participacion de diferentes formas y/o variantes enzimaticas, cada una con diferente estabilidad 
térmica. 

La aclimatacion (~1 mes), se realizé utilizando dos intervalos termales uno “frio” (15 a 

20°C) y uno “caliente” (32-37°C). Los resultados mostraron una modulacién térmica positiva y 
negativa respectivamente, esto es, variaciones de los resultados cinéticos, con tas mismas 

temperaturas probadas anteriormente. Las diferencias en los valores encontrados, en el analisis 

cinético in vitro e in vivo, apoyan la nocién de que se trata de la generacioén de formas y/o 

variantes enzimaticas termicamente inducidas (Hochachka y Somero, 1984; Somero, 1995; Fields 
y Somero, 1997). 

La generacion de multiples formas enzimaticas, que puede originarse genética- y/o 

epigenéticamente, representa mecanismos bioldgicos por los que los organismos se adaptan a la 

necesidad de una multiplicidad moiecular.



  

ABSTRACT 

The identification and kinetic characterization of the ORD pathway in mate, female and 
pregnant female livers of an endemic lizard (Sceloporus grammicus) and the enzymatic response 
during acclimation is reported in this thesis. The ORD pathway does not present deiodinase 5‘Dil, 
it is exclusively catalyzed by 5’DI deiodinase. 5‘DI enzymatic activity in lizard liver is the highest 
so far reported in vertebrates. This activity is dimorphic, males presenting the highest activity. 

Kinetic analysis was performed at three different temperatures. Male true kinetic constants 

exhibited a direct correlation of the Km with temperature, and results are congruent with the 

installment of an immediate positive thermal compensation, where Km is correlated with 
temperature (Hochachka and Somero 1969, 1984). The operational characteristics of this enzyme 
i.e. preferential substrate specificity, cofactor requirement and susceptibility to inhibitors, are 
similar to those reported for a typical deiodinase type | in other vertebrates (Leonard y Visser 
1986; Galton 1988, Kéhrie ef a/, 1992; McNabb 1992). Thus, the preferential in vitro substrate of 
lizard liver enzyme was rT3 with Km values in the micro-molar range, the enzyme reaction kinetics 
corresponded to a typical “ping-pong” pattern, and its activity was inhibited by PTU (6-propyl-2- 
thiouracil) and GTG (gold-thioglucose). It also revealed apparent kinetic parameters in the same 
fange as those described for this enzyme in rat liver. Aside from the differences in methods and 
the reptile species studied, our results are consistent with the suggestion that total Ta-ORD 
activity in snake (Elaphe taeniura) liver is catalyzed by a mammalian - like type | deiodinase 
(Wong et a/. 1993). Similarly, present results demonstrating that lizard liver expresses the highest 
DI activity so far documented in vertebrates, agree with a previous report (Darras et al, 1994), and 
suggest that there is relative abundance of this enzyme type in lizard liver. Altogether, these 
results add further support to the notion that, excluding teleosts (Orozco et al. 1997) and 
amphibians (Becker et al, 1997), in the rest of adult vertebrates, the hepatic ORD pathway is 
exclusively catalyzed by a type | deiodinase (McNabb 1992). A major finding in the present study 
consists in the noticeable stability exhibited by hepatic lizard DI along a wide pH and temperature 
range. This stability is due to a buffer system located in the active site of this enzyme that 
responds to pH and temperature changes, allowing this enzyme to retain catalytic activity under 
different microenvironment situations. Thermal stability in the wide range tested suggests the 
expression of different enzymatic forms and/or variants. 

The acclimation was performed using two thermal ranges, one “cold” (15 to 20°C) and one 
“warm” (32-37°C). Results showed a positive and a negative thermal compensation, respectively. 
Still, the Km differences obtained in the in vitro and in vivo (acclimation) kinetic analyses, suggest 
the expression of enzymatic thermo-induced forms and/or variants (Hochachka y Somero, 1984, 
Somero, 1995, Fields y Somero, 1997). 

The generation of multiple enzymatic forms, can have genetic and/or non-genetic origin. 
representing a biologic mechanism allowing organisms to cope with the necessities of molecular 
multiplicity’s.



INTRODUCCION 

Este trabajo forma parte de una linea de Investigacion encaminada a estudiar la fisiologia 

tiroidea comparada en los vertebrados. En particular, en esta tesis se enfoca a estudiar la 

fisiologia tiroidea en reptiles y su relacién con la temperatura. En fos vertebrados, las hormonas 

tiroideas (HTs) ejercen una gran cantidad de acciones y efectos biolégicos, como es [a bien 

conocida regulacién del gasto metabdiico en endotermos. Estas acciones se encuentran 

mediadas por la unién de HTs a receptores nucleares especificos. La regulacién fina de estas 

acciones dependen de un proceso denominado desyodacién extratiroidea de tironinas. Esta 

biotransformaci6n de las HTs, esta catalizada por enzimas especificas llamadas desyodasas que 

se localizan en diferentes organos y tejidos. Estas enzimas remueven un dtomo de yodo en el 

anillo externo o interno de las tironinas, produciendo ya sea la forma activa (T3, 80%) o inactiva 

(rT3, 100%) de las HTs, de esta manera las desyodasas regulan la concentracion intracelular de 

éstas hormonas (Kaplan, 1986; Leonard y Visser, 1986, 1991; Rosenberg, 1991, St. Germain, 

1994c, 1995). La selectividad, velocidad y cuantia de este proceso de desyodacion determinan la 

concentracién local de tironinas activas o inactivas, regulando asi la magnitud de su efecto 

biolégico. De hecho se ha propuesto que estas enzimas, en conjunto con los mecanismos que las 

regulan, pueden considerarse como una extensidn de! eje hipotdlamo-hipéfisis-tiroides (Valverde 

et af, 1993). 

Trabajos previos del laboratorio (Fenton et a/ 1997), mostraron que la desyodasa 5DIII (via 

de inactivacién) de la piel de truchas es termodependiente exhibiendo la mayor actividad (Vmax) 

a 15°C. Este hallazgo es congruente con la temperatura optima para éstos peces y ademas, los 

valores de fas constantes cinéticas evaluados con diferentes temperaturas variaron solo en la 

Vmax de la enzima, lo que sugiere la posible expresién de formas enzimaticas termo- 

dependientes o termo-inducidas. 

En el contexto de la aclimatacién térmica se sabe que cuando los seres vivos colonizan 

nuevos habitats, se ven expuestos a diferentes presiones de seleccién. La temperatura es quiza 

el factor ambiental mas critico, ya que al afectar la operacién funcional y bioquimica del 

organismo, ella determina los limites de distribucién, los intervalos en que funcionan y la 

sobrevivencia de !os individuos. Los organismos ectotérmicos por lo general modifican sus 

procesos fisioldgicos para compensar los efectos de la temperatura en la funcién metabdlica. Un 

mecanismo para lograr estos cambios compensatorios en los procesos fisiolégicos consiste en 

alterar la actividad y/o el tipo de enzimas especificas que participan en fas principates rutas 

metabdlicas. Estos cambios en la actividad y/o en la expresién enzimatica pueden ser alcanzados



por dos formas generales de compensacién conocidas como: aclimatacion fisiolégica y 

adaptacién evolutiva (Hochachka y Somero, 1984; White y Somero, 1982; Somero, 1995). 

Este trabajo se enfoca a estudiar la fisiologia tiroidea en reptiles. Al igual que en los 

mamiferos, en los reptiles, las hormonas tiroideas participan en una gran variedad de funciones y 

procesos fisiologicos. Sin embargo, los reportes de la fisiologia tiroidea en reptiles son 

relativamente escasos, y practicamente no existen estudios encaminados a analizar el papel 

fisioldgico de las desyodasas en estas especies. Por ésta razén y en el contexto de Ja 

compensacién enzimatica térmica que se mencioné arriba, ef trabajo de la presente tesis se 

disefio para caracterizar en el higado de una especie endémica de reptiles, la via desyodativa de 

activacion 0 desyodacién del anillo externo (ORD), y estudiar la respuesta fisiologica de ésta 

actividad enzimatica durante la aclimatacién. 

El conocimiento acerca de la funcién de la glandula tiroides se ha generado 

principalmente a partir de los estudios hechos en mamiferos. Asi, y no obstante que en esta tesis 

se utilizé como modelo a un reptil, consideramos necesario revisar en una primera parte la 

fisiologia de la glandula en mamiferos. Posteriormente se revisa la fisiologia tiroidea en reptiles y, 

por ultimo, la fisiologia térmica en ectotermos. En una segunda parte de la tesis, se desglosan el 

planteamiento del problema, 1a hipdtesis, los objetivos y el material y métodos utilizados. Por 

ultimo la tercera parte, contiene los resultados y la discusi6n.



|| ANTECEDENTES 

1 LA GLANDULA TIROIDES EN LOS HOMEOTERMOS 

Et tejido tiroideo se encuentra presente en todos los protocordados y cordados (Ericson y 

Fredriksson, 1990). La tiroides deriva del endodermo y esta constituida por multiples foliculos. 

Cada foliculo esférico esta rodeado por una monocapa de células foliculares 0 tirocitos y esta 

llene de un materia! proteico llamado coloide en el cual la proteina mayoritaria es la tiroglobulina 

(TgB). Cuando la glandula esta inactiva, el coloide es abundante, tos foliculos son grandes y los 

tirocitos aparecen aplanados. En cambio, cuando la glandula esta activa, los foliculos son 

pequefios, los tirocitos son cuboides o columnares su borde coloidal esta festoneado con 

microvellosidades formando pequefias “lagunas de absorcién", y su reticulo endoplasmico es 

prominente. Los tirocitos descansan en una membrana basal que los separa de los capilares 

adyacentes cuyas células endoteliales estan festoneadas a trechos formando soluciones de 

continuidad en sus paredes, como ocurre en la mayoria de los érganos endocrinos (Gangong, 

1976; Dummont et a/ 1989, Ham, 1975). 

1.1 SINTESIS Y SECRECION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS (HTs) 

Funcién y Control 

La funcion tiroidea esta regulada en 4 niveles: 1) cerebro-hipotalamo, 2) hipéfisis, 3) 

tiroides y 4) organos efectores (Larsen, ef a/, 1981; Engler y Burger 1984 ). Los tres primeros 

constituyen el clasico eje neuroendocrino hipotalamo-hipéfisis-tiroides. En el cerebro se integran 

diversos estimulos endégenos y exdgenos, que dependiendo de la especie estimulan (frio, ciclo 

luz/oscuridad), o inhiben (ayuno) la funcién tiroidea. Estas sefiales nerviosas convergen a la 

region diencefalica denominada hipotalamo en donde se localizan las neuronas secretoras de la 

tirotiberina o TRH (hormona liberadora de tirotropina). 

La accién de la TRH en los tirotropos hipofisiarios es muy rapida y esta mediada por su 

unién a receptores de membrana especificos. Esta unién despolariza la membrana plasmatica to 

que permite la entrada de calcio al citoso! activando asi la cascada de Cat- fosfatidilinositol y la 

sintesis y la secrecién de la hormona estimulante de a tiroides o tirotropina (TSH) (Deme, et af 

1985). 

La TSH hipofisiaria es una glucoproteina con actividad hormonal! que pesa 25 Kd y esta 

formada por dos cadenas polipeptidicas. La cadena a de Ja TSH comparte una similitud 

estructural del 80 al 90% con !as correspondientes de las gonadotropinas hipofisiarias (hormona 

foliculo estimulante o FSH, y hormona luteinizante o LH), asi como con la gonadotropina



coriénica (CGH). La cadena B de !a TSH, o en su caso la de cualquiera de las otras 

glucoproteinas hormonales, confiere a la molécula su especificidad funcional (Weintraub, ef a/ 

1985). La TSH a través de sus receptores de membrana especificos, controla y regula todo el 

metabolismo y funcién de los tirocitos (Fisher y Klein, 1981). 

La principal funcién de! foliculo tiroideo es atrapar yoduro de la circulacién y utilizarlo en ta 

sintesis de los aminoacidos yodados: mono y diyodotirosina (MIT y DIT, respectivamente) y de 

las yodotironinas: tiroxina (T4), triyodotironina (T3), y triyodotironina reversa (rT3). El yodo es un 

oligoelemento que se absorbe a través del tracto gastrointestinal, se convierte a yoduro y se 

distribuye rapidamente en el compartimiento extracelular (Dummont, et af 1989). 

Sintesis de HTs 

Como se ilustra en la FIGURA 1, una vez captado por los tirocitos, el yoduro es convertido 

a yodo mediante un proceso enzimatico catalizado por la tiroperoxidasa (TPO). Esta enzima es 

una hemoproteina glucosilada unida a la membrana apical de los tirocitos, cuyo dominio catalitico 

esta orientado hacia ia luz del foliculo tiroideo (Nunez y Pommimer, 1982). La TPO exhibe una 

tara especificidad; es activa sdlo en presencia de H202, pero el exceso de éste {a inhibe. La 

enzima cataliza la yodacion de tirosinas libres o unidas a la TgB. Esta proteina especifica de la 

glandula tiroides es secretada por el tirocito al lumen del foliculo tiroideo donde sirve como un 

substrato para la serie de reacciones catalizadas por la TPO (Nunez y Pommimer, 1982, Virion et 

al 1985). Asi, para la formacion de las tironinas, se requiere de: TgB, TPO, yodo y H2O2 (Dupy et 

al, 1986). La yodacidn tiene lugar en !a molécula de TgB que esta en contacto con la membrana 

apical y esta determinada por la secuencia de aminoacidos de la molécula, en la cual se 

reconocen cuatro sitios hormogénicos en proporcién 3:1 para T4:T3 respectivamente (Nunez y 

Pommimer, 1982). El primer residuo de tirosina localizado en la posicién 5 de la TgB, tiene un 

papel muy importante en la jerarquia de los residuos hormogénicos, porque sera el primero en 

ser convertido a T4. Esta tironina se forma por la unién de dos residuos de DIT, y la T3 por la 

union de un residuo de MIT con uno de DIT. También se producen pequefias cantidades de rT3 y 

3,3'diyedotironina. Como el nivel de yodacién de la tiroglobulina varia dependiendo del 

suplemento dietético de yodo, esta proteina puede tener un numero variable de residuos de MIT y 

de DIT y por lo tanto diferente contenido de T3 y de T4 (Edelhoch, 1965; Ohmaya et a/ ,1987).



Secrecién de HTs 

Una vez yodada, la molécula de TgB se almacena en a luz del foliculo tiroideo, lo que 

provee un reservorio de hormonas disponibles para ser secretadas por medio de lta endocitosis 

del coloide. Mediante mecanismos de macro y micropinocitosis y bajo la estimulacién aguda de la 

TSH, en cuestién de minutos se forman pseudopodos en el borde apical de las células foliculares 

cuyo tamafio y numero dependen de jos niveles de TSH. Los bordes laterales y apicales de los 

pseudépodos se fusionan englobando al coloide indiscriminadamente en un proceso similar a la 

fagocitosis. La tubulina y la actina participan en el proceso, los microfilamentos de actina 

predominan en las membranas apicales y los filamentos intermedios predominan en !a parte 

media y basal del citoplasma, y este arreglo determina !a polaridad de los tirocitos (Takasu et al, 

1992). Las gotas de! coloide se internalizan y posteriormente se fusionan con lisosomas para 

después formar vacuolas fagolisosomales en las que se lleva a cabo la hidrdlisis. Las HTs (T4 

>T3 >> 73) son secretadas por difusion pasiva y/o por transporte mediado (Van Herle et af 1979; 

Erickson, 1981; Seljelid et af 1970; Vandenhove y Vandenboucke, 1980), (FIGURA 1). 
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FIGURA 1. Foticuco TiroiDeo. Se ilustran los diferentes mecanismos que participan en la organificaci6n 

del yodo; asi como, en la liberacién de las HTs a la circulacién sistémica. 1, Yodo; H2O2, peroxido de 

hidrégeno; NADPH, Dinucleotido de niacina adenina fosfato reducido; NADP Dinucleotide de niacina 

adenina fosfato; MIT y DIT mono y diyodotirosina; Tg, tiroglobulina; aa aminoacidos; T4, Tiroxina; T3 

Triyodotironina; rT3 Triyodotironina reversa. 

 



1.2 TRANSPORTE DE HTs 

Las HTs son relativamente hidrofébicas y existen en solucién acuosa debido a que se 

encuentran unidas a diferentes proteinas del suero, que hacen las veces de acarreadores. Las 

caracteristicas de las principales proteinas transportadoras de tironinas (TBPs) en diferentes 

vertebrados se resumen en la TABLA 1. Todas las TBPs se sintetizan en el higado, y la 

transtiretina (TT) también se sintetiza en los plexos coroideos (Sterling y Lazarous, 1977; Greer 

1991, Tanabe et al, 1969; Refetoff et af 1970, Henneman y Docter 1990). Otras proteinas 

plasmaticas como «a. y & lipoproteinas tienen una menor contribucién al transporte de HTs (Hoch 

H, 1974). Las interacciones de las yodotironinas con las TBPs son no-covalentes y reversibles, y 

obedecen a la ley de accién de masas. Esta unién de las HTs a las TBPs explica que en 

condiciones normales !a concentracién de yodotironinas libres sea muy pequefia en relacién con 

el total. En el hombre la concentracién de T4 libre oscila at rededor de 0.03% y la de T3 alrededor 

de 0.3% del total de una y otra respectivamente. 

TABLA 1 PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE TIRONINAS EN VERTEBRADOS 

  

  

  

CLASE E PREALBUMINA ALBUMINA POSTALBUMINA a-GLOBULINA 

(TRANSTIRETINA) (ALB) (PosTAvs) {TBG) 

Peces 6.8 43.5 18.9 

Anfibios 42.2 40.1 7.2 — 

Reptiles 20.0 50.5 8.5 — 

Aves 15.1 65.1 6.5 —_ 
Mamiferos 

Humanos 10.6 20.0 5.0 47.8 
Vaca 4.5 17.7 11.7 61.6 

Caballo 15.7 62.3 16.5 11.8 
Ratén 12,9 31.6 23.0 40.3 
Rata 15.1 61.2 10.9 2.5 
  

Las cifras representan el % de Ta unida a !a proteina correspondiente. Observese que la TBG 

cuya constante de afinidad para la Ta es la mas elevada (Ka=10 X 10 *° mol/L ), solo esta 

presente en los mamiferos y que en estos, la rata presenta un menor porcentaje de unién (Tanabe 

et al 1969; Refetoff et a! 1970, Henneman y Docter 1990). 

1.3 CAPTURA DE HTs POR ORGANOS BLANCO 

Las hormonas tiroideas penetran al interior de !as células blanco en forma activa a través 

de un mecanismo estereoespecifico denominado potocitosis (del griego, potos; beber). Este 

mecanismo de importacién transmembranal de tas HTs asemeja a la endocitosis y utiliza 

regiones y proteinas especializadas de la membrana celular tamadas caveolas. Hasta la fecha se 

ha propuesto que la potocitosis de las HTs corresponde a ta subclase mediada por acarreador;



i.e. el complejo tironina/TBPs es secuestrado en la caveola y ya en su interior la hormona 

liberada difunde por gradiente ai citoplasma celular (Anderson, 1993). Ademas de estas proteinas 

que unen a las HTs en la membrana celular, también existen proteinas que unen a las HTs en el 

nucleo, en el citoplasma, en el reticulo endoplasmico y en las mitocondrias (Ichikawa y 

Hashikume, 1991). 

1.4 METABOLISMO PERIFERICO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS 

La T4 esta secretada exclusivamente por la glandula tiroides y constituye el principal 

producto de la glandula. La T4. considerada como una pro-hormona, es susceptible de las 

siguientes modificaciones periféricas: conjugacién, desamidacién, descarboxilacién, rompimiento 

del enlace eter y desyodacién. Las vias anteriores (que se describen en la FIGURA 2) no se 

excluyen mutuamente y pueden ocurrir secuencialmente, ya que por ejemplo, un producto de la 

sulfoconjugacion de T4 puede ser desyodado posteriormente (Engler y Burger, 1984). Estas vias 

son importantes en ta degradacién y excrecion de las HTs y representan el 20% de la degradacién 

de T4. Sin embargo, en tos vertebrados, la desyodacién de fas HTs es la via metabdélica mas 

importante no solo por su papel dual en Ja activacién/inactivacién de las tironinas (ef 80% de la T4 

es procesada a través de esta via), sino también por su papel como una via de recuperacién y 

reciclamiento del yodo. (Chopra et a/ 1978, Engler y Burger, 1984, Kaplan 1986). 

1.5 Desyodacién Extratiroidea de las HTs 

La desyodaci6n de T4 puede ocurrir tanto en el anillo externo o fenilo como en e! interno o 

tirosito, generando alrededor de! 80% de la T3 (hormona biolégicamente activa) y casi la totalidad 

de la rT3 circulante. Como se ilustra en la FIGURA 3, actualmente se reconocen dos vias 

desyodativas. La via que produce T3 por la desyodaci6én del anillo fendlico o externo de la T4 

(remocion del yodo en la posicién 5' 0 3'), se designa via 5'desyodasa (5'D), o desyodacidén del 

anillo externo (ORD). Como genera T3 a partir de T4. a esta ruta se le considera la via de 

activacién, ya que la T3 es cinco veces mas activa que la T4. Por otra parte, si ta desyodacién de 

la Ta ocurre en el anillo tirosilo o interno de la molécula, se genera rT3 y por esta razon la via 

desyodativa se ha llamado desyodacién del anillo interno (IRD), 0 5 desyodasa (5 D). Los 

metabolitos generados carecen de actividad calorigénica o tiromimética y por lo tanto a esta ruta 

desyodativa (IRD) se le considera como la via de bioinactivacién.
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£s importante destacar que las enzimas que participan en estas vias no se han aislado y 

purificado, por lo que se identifican en base a sus caracteristicas operacionales y cinéticas (Safran 

y Leonard, 1991). Se ha intentado, sin éxito, purificarlas utilizando técnicas convencionales de 

bioquimicas de proteinas, este fracaso se puede explicar en parte por lo siguiente: a) la baja 

concentracién de la enzima (5-20 pmol/mg de proteinas de higado y rifién); b) la hidrofobicidad del 

dominio transmembranal de ésta proteina; c) la inestabilidad de la actividad catalitica en presencia 

de detergentes, d) su dependencia de fosfolipidos y e) el desconocimiento de su co-sustrato 

fisiol6gico (Fekkes et al 1983, Leonard, 1991). 
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FIGURA 3.DESYODACION EXTRATIROIDEA DE LA T4. Se ilustra la desyodacién secuencial de la 

T4 a través de una u otra via (5'D y 5D), que da como resultado la formacién de diferentes 

tironinas con y sin actividad biolégica (Dummont ef a/, 1989; Kérhle et al, 1987 y 1992; 

Valverde et al, 1993).



1.5.1 Via de Activacién 

Como ya se mencioné, por esta via se produce T3 a partir de la prohormona T4, y T2 a 

partir de T3 (FIGURA 3). Los 2 atomos de yodo del anillo externa son quimicamente equivalentes 

debido a la rotacién alrededor del enlace éter de la molécula de tironina. Los métodos actuales no 

distinguen cual yodo se quita primero y de ahi su designacion 5'D. Por su preferencia de sustrato, 

el grado de inhibicién o susceptibilidad al PTU y su respuesta a cambios fisiolégicos, se han 

identificado dos isoenzimas que catatizan la via de activacién. Ambas enzimas son proteinas 

integrales de membrana, particularmente del reticulo endoplasmico rugoso (RER) y se 

denominan Tipo | y Tipo It (5'D-1 y 5'D-Il, respectivamente). Sus propiedades operacionales se 

resumen en la TABLA 2. 

5'D-I. Esta desyodasa se define como la enzima que dependiendo del PH del ensayo cataliza la 

monodesyodacién del anillo interno (pH ~ 6.5) 0 externo (pH ~ 8.0) de la molécula de tironina. La 

Km de esta enzima para sustrato tiene un intervalo pmol/L, y para e! cofactor de mmol/L. El 

sustrato preferencial es T4 y la actividad enzimatica se inhibe con concentraciones mmol/L de 

propiltiouracilo (PTU) y nmol/L con tioglucosa aurica (GTG). Su mecanismo de reaccién es de 

tipo ping-pong (FIGURA 4) y su actividad es elevada en érganos con alto recambio hormonal, 

como son: el higado, el rifién y la tiroides y menor en otros tejidos. En el rifién se localiza en ja 

membrana apical de las células epiteliales y en las membranas basolaterales en proximidad con 

la sangre. Utilizando marcaje de afinidad con derivados bromocetilados de tironinas (7|-BrAc-T3 

6 "?5}_BrAc-T4) ha permitido establecer que la 5’DI esta compuesta de dos subunidades idénticas 

de 27 kDa cada una, con un coeficiente de sedimentacién de 3.67 y un radio de Stokes de 32 a 

37 A° (Kéhrle, 1994). Estudios recientes indican que la 5'D-I es una selenio-proteina y se sugiere 

a la cisteina hiperactiva como el sitio activo esencial {Se-cys) (Leonard J y Visser T 1986; Behne 

et al 1990; Berry ef af 1991 a, b, c). Esta peculiaridad hace que su actividad sea inhibida por 

GTG, la cual al unirse al Se forma un complejo estable e irreversible (McNabb, 1992). La 

actividad de la enzima es directamente proporcional a la concentracién o aporte tisular de T4. 

Este hecho, asi como la presencia de la enzima en organos con elevado flujo o gasto sanguineo 

y la rapida tiberacién al compartimento vascular de la T3 producida (10 a 20 min), ha ltevado a 

Proponer que fa 5'D-I elabora hormona activa para exportacién. 

Las 5’D! son las desyodasas mas estudiadas hasta fa fecha. En 1991 se cloné un RNA 

mensajero (mRNA) a partir de una biblioteca de DNA complementario (CDNA) de higado de rata. 

Las propiedades cinéticas asi como la especificidad por el sustrato y la sensibilidad a PTU de la 

proteina codificada por este cDNA (expresado en células en cultivo o en ovocitos de Xenopus), 

confirmaron que es idéntica a ta 5°DI. El mRNA tiene 2.1Kb, y codifica para una proteina de 
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29KDa, que contiene el aminoacido (aa) modificado selenio-cisteina (Se-Cys), posicién 126, en 

su sitio activo. Se ha sugerido que el aa Se-Cys aumenta la eficiencia catalitica de la enzima 

(Berry ef a! 1991 a y b, 1992a). El mRNA de la DI se ha clonado en diferentes especies (humano, 

rata y perro) y la comparacion de Ja secuencia deducida, muestra que en las tres especies las 

enzimas exhiben una elevada homologia (99%) (Mandel et a/ 1992, Toyoda et a/ 1994).Todos los 

cDNA tienen un codén UGA que codifica a la seleniocisteina y requiere de un elemento de 

inserci6n llamado SECIS en ta regién 3‘no traducible que tiene forma de bucle. La regién SECIS 

contiene la informacién para que e! codon UGA sea leido de manera que se inserte a la proteina 

el aa modificado Se-Cys (Berry et a/ 1993). Mientras la Di de rata tiene dos sitios potenciales de 

glucosilacién (Asn -94, y -203), solo el -203 se conserva en humano y perro (Toyoda et al 1994). 

Todas las DI presentan una cisteina altamente conservada, que se localiza en la posicién 124, a 

dos residuos en direccién aminoterminal de la seleniocisteina. Estudios recientes indican que 

este aa participa en las interacciones con los cofactores (tioles -DTT-), aumentando fa afinidad, y 

que también participan en fa unién con el PTU (Sun et a/ 1997). 

A partir de ia secuencia deducida del cDNA, se ha identificado que, en el sitio activo se 

encuentran una Se-Cys (posicién 126) que es un aceptor de yodo y 4 histidinas. Dos de éstas 

(HIS 185 y 283) no participan en la reaccién de desyodacién y su remocin, carece de efecto. Sin 

embargo, la remocién de la HIS 158 da una enzima totalmente inactiva y la HIS 174 es critica 

para la desyodaci6n, ya que esta involucrada en la unién a la hormona (Mot JA, et a! 1984, Berry, 

1992b). En la unién de ta hormona (rT3) a la enzima, también participa ta fenilalanina 65 en 

humano y rata o la leucina en perro. 

Toyoda ef al, demostraron que la DI es una proteina integral de membrana, con la porcién 

del carboxilo terminal orientada hacia el citosol. El dominio transmembranal se jocaliza entre los 

aa 11 y 12 y un grupo de residuos cargados en las posiciones 34-39, entonces los residuos 

cargados en las posiciones 11, 12 y 27 se requieren para la formacién optima de la proteina, pero 

no para la catalisis. La regi6n amino de ta DI contiene una sefial no unida y una secuencia con 

propiedades de paro de transferencia (Toyoda et a! 1995b). 

El gen de Ia DI, se ha identificado en el ratén (Maia et la 1995) y el humano (Toyoda et al 

1995a). Et gen de ratén es de 15Kb y contiene 4 exones, el primero de los cuales contiene e! 

codén ATG que da la sefial de inicio. En ef segundo exén, se encuentra el codén TAG que 

codifica para la Se-Cys, y en el cuarto se encuentra el cod6n de termino TAG, la region SECIS y 

la sefial de poliadenilacién ATTAAA, 

En afios anteriores se habia descrito otra isoenzima llamada tipo 5'D |-Low (Kérhle et al, 

1992). Sin embargo, posteriormente se demostré que se trata de un artefacto de la técnica para 

cuantificar la actividad enzimatica ya que se observa dependiendo de la concentracién de 
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cofactor utilizada en el ensayo. Esto se corroboré porque e! cDNA para la tipo DI codifica para 

una sola entidad molecular que exhibe actividad tanto en una Km alta como en una Km baja 

(Sharifi y St Germain, 1992, St Germain 1994c). 

5°D-il. Este isotipo fue descubierto a principios de los 80's al analizar las fuentes intracelulares de 

T3 (Kérhle, 1987 y 1992; Leonard y Visser 1986; Fekkes ef af 1982). La enzima tiene mayor 

preferencia por Ts que por rT3, su Km es un orden de magnitud menor (nanomolar) en 

comparacién con la Di, es insensible al PTU, y su mecanismo de reaccién es secuencial 

(FIGURA 4). También se diferencia de la tipo DI en su distribucién tisular, localizandose 

preferentemente en organos como: hipéfisis, corteza cerebral, sobre todo en neuronas, aunque 

los astrocitos se pueden estimular para expresar a ia enzima al elevar el CAMP. También se 

encuentra en el tejido adiposo café (BAT), placenta, glandulas pineal, de Harder y suprarenal 

(Fekkes et a/, 1982; Kaplan y Shaw, 1984a,b; Visser, 1988; Anguiano ef a/ 1991). La actividad Dl! 

esta estrechamente asociada a la actividad del sistema nervioso simpatico y la noradrenalina 

(NA) tiene un efecto estimulante que en BAT esta mediado por receptores a y § adrenérgicos 

(Larsen, 1991). Esta es la unica desyodasa para la que se ha descrito un patron de actividad 

circadico (Guerrero et al, 1988; Luna et a/, 1995). Otra diferencia entre ambas enzimas se refiere 

a su respuesta durante situaciones fisioldgica o patolégicas en las cuales la actividad es 

inversamente proporcionat a las concentraciones circulantes de T4 (TABLA 2). Por esta raz6n se 

ha propuesto que esta enzima produce T3 para autoconsumo, esto es, mantiene los niveles 

intracelulares de T3 constantes. Asi una disminucién de los niveles séricos de T4, provoca un 

aumento de esta enzima y viceversa. 

El mRNA para ésta enzima se cloné en un anfibio, la Rana castesbiana (Davey et al 

1995). El cDNA obtenido es de 1459 pb. A! igual que la DI tiene un codén TGA (nt 380-382), que 

codifica para la Se-Cys. Como en el caso de las otras desyodasas, tiene un dominio hidrofébico 

en el extremo amino terminal y las 2 histidinas cruciales para la actividad (Berry, 1992b). Otras 

reas de alta homologia son: el sitio activo (80% con la 5’DI de rata y 87% con la 5DIII de rana) y 

la regién alrededor de ta primera histidina (83% con la 5‘D! de rata y SDIII de rana). 

A diferencia del resto de vertebrados, el higado de peces teledsteos, expresa actividad 

tanto DI como DI (Orozco et ai, 1997). Usando una biblioteca de cDNA derivada del higado de un 

teledsteo marino Fundulus héteroclitus, se aisl6 un mRNA que codifica para una desyodasa con 

caracteristicas funcionales virtualmente idénticas a las 5’DII descritas para mamifero y anfibios. 

El analisis de secuencia de aa mostr6é que tiene alta homologla con ef resto de las Dil 

caracterizadas anteriormente, incluyendo el codén TGA que codifica para la Se-Cys, apoyando 

asi la nocién de que la familia de las desyodasas esta altamente’ conservada dentro de la 

14



evolucién de vertebrados (Valverde-R ef al, 1997). En tilapia (Oreochromis niloticus) 

recientemente se identificé ta actividad de una desyodasa tipo | que es insensible a! PTU, IAc y 

GTG. Este hallazgo se ha explicado, en parte por la presencia de un residuo Pro, localizado a 

dos residuos de la Se-Cys, (que también se localiza en las desyodasas DIl y Dill), y por la baja 

reactividad del residuo Se-Cys (Sanders et al, 1997). 
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FIGURA 4. DESYODACION DE TIRONINAS. MECANISMOS DE REACCION. La reaccién tipo Ping-Pong comprende 

dos pasos: la desyodacién propiamente dicha y la regeneracién mediante reduccién de la enzima oxidada. 

Como se itustra en A, el yodo es removido del sustrato por una transyodasa/transhidrogenasa en la forma 

de yodinio (I*) y transferido a un grupo SH de la enzima (E-SH). El intermediario enzimatico resultante SI 

(E-S!) representa una forma oxidada de la desyodasa que liberara dicho yodo al ser reducida (regenerada) 
por el cofactor. Este ultimo interviene en la reaccién como un sustrato secundario obligado y provee de los 
equivatentes reducidos para ja regeneracién de un grupo parcial oxidado del sitio activo de la enzima. 

Aunque no se conoce con certeza, es probable que este segundo sustrato sea el glutation. Esta reduccion 

(regeneracién) de la enzima es inhibida de manera reversible por PTU ya que compite con el cofactor, 

reacciona con E-Si formando una mezcia estable enzima-PTU disulfuro. La enzima también se puede 

inhibir de manera irreversible con Acido topancico (*1Ac) el cua! bloquea su sitio activo. La presencia de 

Se-cys en el sitio activo permite que la enzima sea inhibida selectivamente por la tiogtucosa durica (la figura 

no muestra este ultimo mecanismo). Mecanismo de reaccién secuencial. Como se muestra en B, este 

mecanismo se caracteriza por !a unidn de los dos sustratos (hormona y cofactor) antes de Ia liberacién del 

producto. En otras palabras, las yodotironinas y !os tioles (cofactor) deben combinarse en el sitio activo de 

Ja enzima antes que la desyodacién se lleve a cabo (Visser ef af 1982, Leonard y Visser, 1986; Nunez, 

1988; Berry 1991a, 1992b, Chopra 1978, 1992). 
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1.5.2 Via de Inactivacion 

5Diil_ La desyodacién del anillo interno 0 tirosito de la T4 y de la T3 genera tironinas inactivas, 

tT3 y T2 respectivamente, y se conoce como Ia via 5D-tipo Ill. Esta inactivacién de ta prohormona 

0 de la principal tironina bioactiva ocurre en todos los tejidos excepto en la adenchipéfisis. Esta 

enzima se localiza en practicamente todos los tejidos excepto en la hip6fisis. Hasta la fecha se ha 

detectado en placenta, piel, corteza cerebral, grasa blanca, cerebelo, bazo, corazon, rifién, 

testiculo, pulmén, intestino delgado, higado y musculo estriado (Roti et af 1981, 1982; Emmerson 

et al 1988; Huang ef al, 1985; Kérhle et af, 1987 y 1992, Kaplan 1988, Santini et al, 1992a,b). En 

los mamiferos ta mayor actividad se detecta en el higado, cerebro, piel y placenta. A pesar de su 

evidente importancia fisiol6gica, se conoce relativamente poco acerca de las propiedades 

bioquimicas fisiolgicas y funcionales de la enzima que cataliza esta ruta metabdlica (Kérhle et al 

1987 y 1992). 

Como el resto de los miembros de esta familia enzimatica, la DIN es una selenio-proteina 

asociada a membranas microsomales y es mas abundante en el reticulo endoplasmico. Et 

sustrato preferencial es la T3 y el secundario es la T4, y su Km esta en el orden de nmol/L. 

Requiere eltevadas concentraciones de cofactor 200-800 mmol/L. La enzima es insensibie al PTU 

y GTG, requiere de tioles como cofactor. Su mecanismo de reaccién es secuencial y el pH dptimo 

esta en la alcalinidad 8 a 8.5 (St Germain et a/, 1994b, c, 1995). 

La placenta y el cerebro en desarrollo presentan una elevada actividad Dill. Por ejemplo, 

en el cerebro !a maduracién neuronal, se asocian a decaimientos de esta enzima durante el 

periodo critico, lo que representa un mecanismo de proteccién neuronal a los efectos catabdlicos 

9 termogénicos de una sobre - exposicién a T3 (McNabb, 1992, Valverde-R et a/ 1993). 

La enzima fue clonada en 1994 en anfibios, a partir de tejido muscular de cola de rana 

Xenopus laevis durante la metamorfosis (St. Germain et a/ 1994a y b). Tiene un marco abierto de 

lectura de 606nt y codifica Para una proteina de 202 aa con un peso molecular de 22kDa. La 

comparacién de esta clona con la secuencia para la 5‘DI, revelé 5 regiones con homologias entre 

53 y 75%. La 5DIII contiene como las desyodasas de la via de activacién el TGA que codifica 

para la Se-Cys, las dos histidinas criticas para la actividad desyodativa, asi como la secuencia 

consenso para el SECIS en la regién 3’no traducible 
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TABLA 2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS DESYODASAS EN LOS MAMIFEROS 

  

  

PROPIEDAD 5'D-| 5'D-Il 5D-11l 

SITIO DE DESYODACION AMBOS ANILLOS ANILLO FENOLICO O ANILLO TIROSILO O 

EXTERNO (NTERNO 
CINETICA PING-PONG SECUENCIAL SECUENCIAL 
SUSTRATO PREFERENCIAL rT3>T4>T3 T4rT3 T3>T4 
PRODUCTO LIMITANTE T3, rT3, T2 T3, T2 rT3, T2 
Km uM nM uM 

COFACTOR DTT [Km} 5mM 20 mM 100 mM 

iNHIBIDORES 

PTU INHIBICION (++4++) SIN EFECTO (+) SIN EFECTO 
GTG INHIBICION (+4+++) SIN EFECTO (+) SIN EFECTO 
AC. lOPANOICO INHIBICION (++++) INHIBICION (++++) INHIBICION (++++) 
YODOACETATO INHIBICION (++++) iNHIBICION (+) INHIBICION (++) 
FLAVONOIDES INHIBICION (++++) INHIBICION (+++) INHIBICION (+++) 

PESO MOLECULAR (KDa) 55.4 198.7 22 
SUBUNIDADES (KDA) 27 29 31 
COEF SEDIMENTACION (S) 3.5--4.5 5.22 ? 

SITIO AcTIVo Se-Cys Se-Cys Se-Cys 

DISTRIBUCION EN TEJIDOS 
HiGaADO, RINON SNC, BAT, PINEAL PLACENTA, SNC, PIEL 
TIROIDES, GLANDULA HIPOFISIS, HARDER, 
MAMARIA, MUSCULO. SUPRARENAL. 
SNC 

LOCALIZACION 

SUBCELULAR MEMBRANA MEMBRANAS MEMBRANAS 

MICROSOMAL (REREN =MICROSOMALES MICROSOMALES 
HIGADO) YMEMBRANA —Y PLASMATICA 
PLASMATICA (RINON). 

CAMBIOS DURANTE 

HIPERTIROIDISMO AUMENTA DISMINUYE AUMENTA 

HIPOTIROIDISMO DISMINUYE AUMENTA DISMINUYE 

PROBABLE FUNCION PROVEER T3 AL AUTOCONSUMO DESACTIVACION DE T3 

COMPARTIMIENTO Y T4, REGULACION DE 
VASCULAR 5’Dil 
  

SNC, Sistema Nervioso Central; BAT, tejido graso café; Km, constante de Michaelis; PTU, 6-propil-2- 
tiouracilo; GTG, tioglucosa atrica; M, mol/L; ? Desconocido. (Modificado de Kaplan 1986; Leonard y 
Visser 1986, Berry y Larsen 1992,y St Germain 1994a y b, 1995).



1.6 ACCIONES Y EFECTOS DE LAS HTs 

Las HTs tienen acciones en practicamente todos los érganos y tejidos de! organismo. 

Sus efectos pueden ser directos o indirectos y se agrupan en dos grandes categorias: efectos 

metabdlicos y efectos sobre el desarrollo. En la TABLA 3 se resumen sus acciones. La 

bioactividad de las HTs depende principalmente de las concentraciones intracelulares de T3, las 

cuales a su vez estén determinadas por: 1) la secrecién de T4 y T3 por la tiroides; 2) el 

intercambio de T4 y T3 entre el plasma y fos tejidos; 3) la conversién extratiroidea de Ts a T3 a 

nivel local; y 4) la degradacién metabdlica de T3. Entre los diversos efectos fisioldgicos de fas 

HTs, los mas caracteristicos y mejor estudiados son, sobre el crecimiento y la diferenciacién 

celular particularmente del sistema nervioso; asi como, sus efectos sobre el metabolismo 

energético y ta respiracién celular (Davis, 1992; Oppenheimer, 1992). Estos efectos de las HTs 

estén mediados por sus acciones a nivel de la membrana plasmatica y a nivel gendémico por su 

interaccién con receptores especificos localizados en e! DNA nuclear y el mitocondriat (Ichikawa 

y Hashikume 1991, Nunez, 1988) 

Membrana Plasmatica_y Mitocondrial. Las acciones de las HTs sobre la membrana 

plasmatica pueden afectar fa actividad de enzimas, de transportadores 0 bombas asociadas: 

Vgr., captura de glucosa, adenilato ciclasa y permeabilidad a Kt (Davis 1992) Entre las acciones 

mejor estudiadas se encuentra la estimulacién que las HTs ejercen sobre la actividad de la 

bomba de Na/K-ATPasa dependiente. La energia para la funcién de ésta bomba localizada tanto 

en la membrana plasmatica como en ta mitocondrial interna, deriva de la hidrélisis de ATP a ADP 

en un proceso productor de calor (FIGURA 5). Las HTs estimulan la sintesis de las subunidades 

a y B de la ATPasa y aumentan su actividad, asi como de la de a- glicerofostato deshidrogenasa 

que cataliza la entrada de equivalentes reductores del citoso! al sistema de transporte de 

electrones mitocondriales (Faramaz 1988, Davis 1992). 

Acciones Gendmicas de las HTs. Se sabe que los receptores nucleares de las tironinas 

(THRs) forman parte de ta superfamilia de proteinas reguladoras de la transcripcién genética a ta 

cual también pertenecen los receptores para esteroides, vitamina D, retinol y otros mensajeros. 

La uni6n de la tironina a su receptor, se resume en la TABLA 4, induce o reprime la transcripcién 

de mRNAs especificos y explica porque las HTs producen efectos tan diversos in vivo. 
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TABLA 3. ALGUNOS EFECTOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS EN MAMIFEROS. 

  

CALORIGENESIS 

FAVORECE LA GLUCOLISIS ¥ CONSUMO DE 02. 

 SINTESIS S/UNIDADES Y ACTIVIDAD BOMBA NA/K 

ATPASA DEPENDIENTE. T UCP EN GRasa PaRDA. T 

Citocromo C. T TRANSCRIPCION DE LA ENZIMA 

MALICA. 

CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION CELULAR 

T CRECIMIENTO SOMATICO, TRANSCRIPCION DE GH. 

MADURACION DEL SISTEMA NERVIOSO, OSIFICACION 

EPIFISIARIA, 

METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS 

T ABSORCION Y UTILIZACION DE GLUCOSA, 

GLUCOGENOLISIS, GLUCONEOGENESIS, DEGRADACION 

DE INSULINA. 

METABOLISMO DE Lipipos 

T SINTESIS, DEGRADACION Y EXCRECION BILIAR DE 

COLESTEROL Y ACIDOS BILIARES. 

METABOLISMO PROTEICO 

ANABOUSMO, CATABOLISMO (DEPENDIENDO DE LOS 

NIVELES). 

METABOLISMO MUSCULAR 

4 CONVERSION DE CREATININA A P-CREATININA, 

PRINCIPAL FUENTE ENERGETICA. 

METABOLISMO HIDROELECTROLITICO 

TFILTRACION GLOMERULAR Y NA-TRIURESIS. 

T TRANSCRIPCION DE ORNITIN AMINOTRANSFERASA EN 

RINON (CICLO UREA). 

T TRANSCRIPCION OE RENINA EN GLANDULA S/MAXILAR 

METABOLISMO DE VITAMINAS 

PARTICIPACION EN LA SINTESIS DE VITAMINA A. 

LFOSFORILACION DE TIAMINA. T DEMANDA DE OTROS 

COMPONENTES DEL COMPLEJO B, 

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

ESENCIALES (PERIODO CRITICO) EN DESARROLLO Y 

MADURACION NEURONAL MODULAN LA VELOCIDAD 

CONDUCCION-EXCITABILIDAD Y REGULAN LOS PATRONES 

CONDUCTUALES. 

SISTEMA CARDIOVASCULAR 

TIENEN EFECTO INO Y CRONOTROPICO 

T TRANSCRIPCION c.-MIOSINA. + TRANSCRIPCION B- 

MIOSINA. SINERGISMO CON CATECOLAMINAS. 

SISTEMA HEMATOPOYETICO 

PARTICIPAN EN 1A SINTESIS OE HEMOGLOBINA, 

ABSORCION DE B12 ¥ ACIDO FOLICO. 

APARATO GASTROINTESTINAL-HIGADO 

REGULAN LA VELOCIDAD DE TRANSITO INTESTINAL, 

DEPLECION DE GLUCOGENO HEPATICO. 

FUNCION HIPOFISIARIA 

PARTICIPA EN SINTESIS Y SECRECION DE TSH, GH, 

FSH, LH y PRL. 

FUNCION REPRODUCTORA 

GONADAS: NECESARIAS PARA LA  REPRODUCCION 

NORMAL. 

MAMA: ESCENCIALES PARA ODIFERENCIACION Y 

DETERMINACION FUNCIONAL «DE ~— PRIMORDIOS. 

ALVEOLARES. FORMAN PARTE DEL COMPLEJO 

GALACTOPOYETICO, 

  

UCP, termogenina, GH, Hormona de crecimiento; FSH, hormona foliculoestimulante; LH, 

hormona luteinizante; PRL, prolactina.



TABLA 4. EFECTOS GENOMICOS DE LAS HTS 

  

  

GEN mRNAS TASA DE LATENCIADE ORGANOO TEJIDO 
TRANSCRIPCION RESPUESTA 

(HR) a a 
ee 

GH T 10 T 10 >0.5 Células GC 
Ornitin aminotransferasa 73 t2 >4 Rifion (rata) 
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa 1 4- T 4-6 ND Higado (rata) 
Enzima malica T 11-16 T 3-4 2 Higado (rata) 
Cadena pesada a-miosina T t <4 Miocardio (rata) 
Renina T6 ND 1 Glandula S/ Max 

(rata) 
Citocromo C T 3-4 T 3-4 12 Higado y Rifién 

(rata) 
Subunidad a Na/K-ATPasa 1 7.3 t 14 ND Higado (rata) 
Subunidad B Na/K-ATPasa Tf 2.6 T 18 ND Corteza renal 

(rata) 
Termogenina (UCP) 74 t 4 2 BAT 
Reductasa HMG-CoA T 20-40 T 5 24 Higado (rata) 
$14 T 10-14 tT 3-9 0.1 Higado (rata) 
Subunidad a de TSH + 4 0.5 Tumor tirotrépico 

{ratén) 
Subunidad B de TSH W i Tumor tirotrépico 

(ratén) 
Cadena pesada B - miosina L L <4 Miocardio (rata y 

conejo} 
TRH ND ND Hipotalamo (rata) 
  ND No detectado; Induccién (T) o represion (4) por T3 (Greer, 1991). 

Hasta la fecha se han identificado 4 subtipos de THRs (a 1 y a 2; B 1 y B 2), los cuales 

muestran una distribucién especifica y se han identificado en practicamente todos los tejidos 

periféricos. Son proteinas no histonas de aproximadamente 50 kD con un coeficiente de - 

sedimentaci6n de 3.5 S y un radio de 1.2. Exhiben una alta afinidad y una capacidad limitada 

para los siguientes ligandos TRIAC > 3' isopropil > T3 > Ta > rT3 > di y monoyodotirosinas. El 

receptor clonado a partir de una biblioteca de embrién de pollo, llamado receptor a HTs a (TR-a) 

esta situado en el cromosoma 17, en el humano; mientras que el clonado a partir de una 

biblioteca de placenta humana y conocido como receptor a HTs 6 (TR-B) esta situado en el 

cromosoma 3 (McNabb 1992;Oppenheimer eft a/, 1994). 

Los THRs tienen cuatro dominios: 1) la regién amino termina! cuya funcién es de 

transactivaci6n, 2) una regién altamente conservada que se une al DNA y cuya secuencia 

contiene dos dedos de zinc (asas de aa c/u unida a ta proteina por complejo tetraédrico de aa 

(cisteina) y iones de zinc, este microelemento estabiliza !a estructura de la proteina, permitiendo 

ta unién al DNA); 3) la regién llamada bisagra, cuya secuencia facilita la dimerizaci6n, y 4) la 

regién carboxilo terminal, que une o reconoce al ligando y se designa como al elemento 
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responsivo a la hormona (TRE). El complejo tironina-receptor facilita ta union a una secuencia 

especifica de nucledtidos liamados elementos de respuesta a tironinas (TREs) de los genes 

regulados (Ribeiro et af, 1995). Un receptor identifica sus genes blanco por la presencia de 

elementos de respuesta especificos dentro de las porciones reguladoras del DNA, que por lo 

general se encuentran en los extremos 5’ de! inicio de la transcripcién. Para los TRE, los 

elementos de respuesta consisten de un hexanucledtido en ta secuencia de AGGTCA el cual, por 

lo general, y tal vez siempre, se encuentra en pares o nlimeros mayores, con separaciones 

arregiadas entre los sitios. Los arreglos espaciales precisos de estos sitios es crucial, ya que 

secuencias muy similares se usan como elementos de respuesta por otros miembros de la 

superfamilia de receptores. Se requieren proteinas auxiliares del receptor a HTs (TRAP). La 

identidad de estas proteinas puede variar de un tejido a otro (y de un gen a otro), pero en muchos 

casos, el receptor a retinoide X (RXR) se ha identificado como el agente activo. Esta proteina es 

miembro de la superfamilia de receptores nucleares, su ligando es e! acido retinoico 9-cis, un 

isémero de la forma norma! todo-trans. Los heterodimeros entre THR y RXR se unen fuertemente 

a los elementos de respuesta TRE, en comparacién con tos homodimeros y también parece que 

provocan una activacién transcripcional mayor de los genes blanco (Oppenheimer, 1992, 1994: 

Yen y Chin, 1994; Freake, 1995). Hay tres genes que codifican para RXRs y multiples productos 

de estos genes (Lazar, 1993) que sugiere una alto grado de complejidad de regulacién. Por 

ejemplo, un elemento de respuesta dado puede favorecer una forma especifica de cada receptor. 

Esta preferencia puede ser influenciada en un tejido de una manera especifica por la presencia 

de otras proteinas que interactuan ya sea directamente con el receptor o con porciones vecinas 

de! gen blanco en el DNA. Las especificidades de estas interacciones aun no se conocen con 

certeza, especialmente in vivo, pero estos sistemas de receptores son lo suficientemente 

complejos para explicar la accion de HTs observadas en animales intactos. 

Respiracion Celular y otras Acciones Metabdlicas. Aunque hasta hace poco tiempo se 

Pensaba que las HTs desacoplaban en ta mitocondria fa fosforilacién oxidativa reduciendo {a 

Proporcién P/O; ahora se sabe que este efecto desacoplador es un efecto farmacoldgico (Davis 

1992). Las acciones de las HTs sobre la respiracién celular son secundarias a sus efectos sobre 

la glucdlisis al aumentar la captacién de glucosa y la entrada de los intermediarios de! ciclo de 

Krebs; asi como por sus acciones gendémicas regulando la expresién de las enzimas que se 

indican en la TABLA 4 (Nunez, 1988; Greer ef a/, 1991; Davis 1992). Las HTs estimulan 

practicamente todas las fases de! metabolismo de las grasas. Movilizan Hpidos del tejido adiposo, 

lo que aumenta la concentracién de acidos libres en la sangre y acelera su oxidacién hepatica. 

Disminuyen la cantidad de colesterol, fosfolipidos y triacilgliceridos, y regulan la sintesis de 

enzimas lipogénicas como la carboxilasa, sintetasa de acidos grasos y las enzimas malicas, 
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ademas coenzimas como la Acetil CoA. Las HTs ejercen efectos opuestos en el sistema de 

adenilato ciclasa presentes en los adipocitos y en los hepatocitos (Davis, 1992). 

Mitocondria 

  

FIGURA 5. DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS POSIBLES SITIOS DE ACCION DE HTS EN LA MITOCONDRIA. Como se ilustra en 

ésta figura las acciones de las HTs a nivel mitocondrial ocurren ai menos en 5 sitios. 1) Aumentando la actividad del 

transportador o translocasa ADP-ATP que es {a proteina mas abundante en las mitocondrias. 2) Regulando la 

disponibilidad de tos intermediarios para el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) 0 ciclo de Krebs. 3) Aumentando la 

actividad del transportador mitocondria! de fosfatos, este efecto probablemente esta mediado por las acciones 

gendmicas nucleares de las HTs. 4) Facititando la transferencia intramitocondrial de protones por la ATPasa FoF: y §} 

Estimulando indirectamente la cadena de transporte de electrones actuando en receptores nucieares y estimulando ta 

transcripcién de la subunidad 1I de la citocromo C oxidasa (Davis, 1992). 
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Desarrollo y Diferenciacion Neuronal. Se sabe que el desarrotio del sistema nervioso en 

todos los vertebrados es un proceso complejo, multifactorial y heterocrénico en el cual las HTs 

juegan un papel determinante regulando la neurogénesis y migracién neuronal, asi como la 

sinaptogénesis, la proliferacion de procesos neurales y la mielinogénesis. También se sabe que 

la participacién de las HTs ocurre en un periodo especifico de la ontogenia denominado periodo 

critico y que la asincronia; o bien, la deficiencia 0 exceso de estas hormonas provoca cambios 

irreversibles (Nunez 1988, Greer et af, 1991). Se ha propuesto que este papel neurogénico de las 

HTs involucra sus acciones a nivel del citoesqueleto, especificamente a nivel del arreglo de los 

microtubulos ya que regulan la expresién del mRNA de las proteinas TAU. Los microtubulos 

estan compuestos mayoritariamente por tubulina y por jas proteinas asociadas a ellos o MAPs. 

Estas proteinas son promotores del ensamblaje y la estabilidad de los microtubulos. Las 

proteinas TAU son tas mas estudiadas y parecen ser las responsables del ensamblaje de los 

microtubulos ya que se unen a varias moléculas de tubulina simultaneamente facilitando asi su 

polimerizacion (Alberts 1991). Ademas de su accion neurogénica durante et periodo critico, tas 

HTs regulan la inactivaci6n de fa 5'D-tl neural por un mecanismo extragendmico que también 

involucra al citoesqueleto. En efecto las HTs estimulan la polimerizacién de la actina y la 

internalizacién de la desyodasa unida a la actina-F hacia reservas de membrana celulares, dando 

como resultado la pérdida del 50% de fa actividad enzimatica. Solo la T4 y no la T3 afectan esta 

actividad, esto sugiere que una de las proteinas citoplasmaticas que unen a las tironinas también 

une a Ja actina (Farwell, et af 1990). 
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I FISIOLOGIA TIROIDEA EN REPTILES 

En comparacion con mamiferos, la informacién acerca de la fisiologia tiroidea en reptiles, 

es escasa, fragmentada, controvertida e inconsistente. Los reptiles son los primeros vertebrados 

totalmente terrestres y, actualmente, se encuentran representados por cuatro grupos: Chelonia 

(tortugas y t.galdépagos), Rhynchocephalia (sphenodon y tuataras), Squamata o lacértidos 

(lagartijas y serpientes) y Cocodrilia (cocodritos y lagartos(o caimanes). La informacion que se 

resume a continuacién se orienta principalmente a lacértidos, en particular a lagartijas, ya que es 

el tema principal de esta tesis. 

2.1 LA GLANDULA TIROIDES 

La glandula es esenciaimente la misma del resto de vertebrados. Esta formada por 

foliculos tiroideos con un coloide en su interior que, con excepcion de cicléstomos y teledsteos 

donde se encuentran distribuidos de manera difusa, en el resto se encuentran agrupados en una 

glandula. La glandula se encuentra muy vascularizada. Et tamaiio del foliculo esta relacionado 

con el estado funcional de la glandula (Lynn, 1970). 

Morfologia 

En los reptiles la morfologia de la gldndula tiroides es variada. En tortugas y serpientes 

es unipareada, esférica, y se localiza en la parte ventral de la traquea justo antes del corazén. 

Los cocodrilos tienen una tiroides con Idbulos bien definidos a los lados de ta traquea conectados 

por un istmo estrecho. 

En Jas lagartijas, la glandula exhibe una amplia variedad de formas que son: unipareadas, 

bilobutadas y completamente pareadas, las cuales se encuentran atin en diferentes miembros de 

una misma familia. La descripcién detallada de las relaciones anatémicas de Ia tiroides soto se 

han descrito para algunas especies. Solo en algunas familias, todos los miembros son uniformes 

con respecto a la forma de !a glandula, de hecho las familias m&s grandes exhiben las tres 

formas de tiroides mencionadas. Un aspecto notable es que una forma particular de la tiroides, es 

siempre caracteristica de un género y una especie dada. Asi, todos fos miembros de esta 

clasificacién taxonémica presentan solo un tipo morfolégico. Por esta razén, la morfologia de la 

glandula es util para indicar las relaciones sistematicas y evolutivas en las lagartijas. De esta 

forma se sabe que la condicién pareada de la glandula, ha evolucionado de manera 

independiente, en lagartijas (Iguanidae y Agamidae) y el apareamiento de la tiroides puede ser 

visto como una consecuencia de la condicién no pareada (Amphisbaenia), probablemente con ta 

bilobulada como un paso intermedio (Lynn, 1970). 
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La regulacién de la funcién de ta glandula en los reptiles, es la misma que la descrita 

anteriormente para mamiferos (ver seccién 1.1, 1.2). Su actividad depende del estado fisioldgico, 

por lo que uno de los mejores indicios de ésta consiste en cuantificar la captacién de yodo 

radiactivo, asi como, su velocidad de recambio y la proporcién de incorporacién en varios 

compuestos involucrados en la sintesis de las hormonas. Et estado fisiolégico a su vez varia de 

acuerdo a la temperatura (a la estacién), 0 a las condiciones de! medio como son temperatura, 

humedad, alimentacién. Estos aspectos se han estudiado en diferentes reptiles, principalmente 

en tortugas, lagartijas serpientes y cocodrilos (Lynn et a/ 1965, 1970; Chiu y Wong, 1973, Duntap 

1995). 

Con respecto a los receptores de HTs, solo hay un reporte preliminar (Wong y Chiu, 

1987), que estudia los receptores para T3 en eritrocitos de diferentes reptiles (Tortuga, Gecko y 

serpiente). Los valores que reportan son de receptores de alta afinidad (KD 9.1 a 41 pmol/L) y 

baja capacidad (0.12 a 0.37 fmol/millén de célutas), tos cuales coinciden con los descritos para 

mamiferos (ver secci6n 1.6). 

2.2 RELACIONES HIPOTALAMO - HIPOFISIS- TIROIDES 

a) Efectos de Tiroidectomia, Hipofisectomla, Administracién de T4 0 TSH. 

Como otros vertebrados, la tiroides de reptiles, se encuentra bajo el control hipofisiario. La 

hipofisectomia provoca cambios regresivos en la tiroides, se aptanan los foliculos y aumenta el coloide. 

Los tratamientos con extractos de hipdfisis en serpientes hipofisectomizadas revierten esta condicién. La 

hipofisectomia también provoca una marcada reduccion en ta captura de yodo (radioyodo) por la tiroides. 

La administracién de TRH provaca la liberacién de TSH, lo anterior se ha comprobado en hipdfisis de 

lagartijas macho (Licht y Denver, 1988). A su vez, la aplicaci6n de TSH extraida de hipdfisis resulta en 

una actividad aumentada de la tiroides, aunque el grado de respuesta varia entre !os individuos. La 

administracion de T4 reduce la actividad tiroidea y disminuye el contenido y secrecién de TSH por la 

hipdfisis (Lynn, 1970). 

En serpientes macho, la tiroidectomia provoca, después de dos semanas, una pérdida rapida de! 

Peso corporal, y en la disminucién de calcio en suero y la proporcién calcio/fosforo en suero. La 

administracién de 14 ho revierte totalmente el dafio en la anemia que aparece. En contraste, en 

hembras, la tiroidectomia no tiene efectos aun con altas temperaturas y T4 aumenta los eritrocitos y Hb. 

La actividad disminuida en invierno y aumentada en verano aumenta ta sobrevivencia, ademas se sabe 

que participan otras hormonas como las esteroides (Thapliya!, 1980). 

En los endotermos por lo general, la tiroidectomia deprime y los tratamientos con T4 aumentan la 

tasa de respiracién. Sin embargo, estas manipulaciones experimentales en reptiles, son temperatura- 

dependientes (Thapliyal, 1980, John-Alder, 1984a). En reptiles ademas de !a temperatura, el estatus 
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fisiologico (estaciones del afio), también influye en la respiracién de tos tejidos. Higados aislados y 

musculos esqueléticos de lagartijas de jardin machos adultos mantenidos con un fotoperiodo constante 

de 12L:120 y 39 + 2 °C muestran diferentes tasas de respiracién cuando se miden a 30°C con y sin Ts 

en los diferentes meses del afio. Esta variacién se puede deber a que los tejidos exhiben un ciclo anuat 

de sensibilidad a hormonas tiroideas, o a que la respuesta depende de! estatus fisiolégico del animal. En 

muchos reptiles se ha demostrado que los esteroides gonadales también influyen en la respiracion y que 

inclusive pueden suprimir la reducci6n en la captura de oxigeno en tejidos después de una tiroidectomia 

(Thapliyal, 1980, Haldar-Misra y Thapliyal, 1981). 

b) Efectos de drogas bociogénicas 

Existen diferentes drogas que inhiben la funci6n tiroidea ya sea al interferir con la captura de 

yodo o al inhibir ta formacién de proteinas yodadas, por lo que producen alteraciones semejantes a una 

tiroidectomia. La glandula tiroides de animales tratados con estas drogas, muestra hiperhemia, 

hiperplasia o hipertrofia del epitelio folicular. Si el tratamiento continua se provoca bocio. Esto se atribuye 

a un aumento de TSH dado por niveles circulantes bajos de HTs. El uso de estas drogas bociogénicas 

representa un método menos radical que la tiroidectomia para estudiar la respuesta de la hipéfisis a la 

respuesta de deficiencia tiroidea (Lynn, 1970; Licht y Denver, 1988). 

2.3 CAMBIOS ESTACIONALES EN LA TIROIDES 

a) Cambios estacionales relacionados con la Temperatura 

Se han reportado cambios estacionales en la apariencia histolégica de Ja tiroides en algunas 

lagartijas (por ejemplo Lacerta, Sceloporus undulatus). Estos cambios, como se puede esperar, indican 

una mayor funcién en verano en comparacién con invierno. Las observaciones histolégicas puedan estar 

influidas por la temperatura del aire; por la bien conocida conducta de reptiles de calentamiento por el 

sol, la informacién de los promedios de la temperatura del aire pueden diferir ampliamente de tas 

temperaturas en las que los animales actuaimente se ven expuestos (Avery, 1976). Cuando la 

temperatura del aire es baja, !a mayoria de los reptiles pasan la mayor parte del dia asoleandose, y 

viceversa. La exposicion crénica (13 semanas) de especies de Sceloporus a altas temperaturas (34 a 

35°C) aumenté significativamente el epitelio tiroideo al cabo de 3 semanas, y la tasa de mortandad a 

partir de las 6 semanas (Lynn, 1970; Leatherland 1987). Ademds de estos cambios relacionados con la 

temperatura, se conoce que la funcidn tiroidea se modifica con la actividad reproductora (ver mas 

adelante). Los niveles circulantes de HTs en las hembras prefiadas de Lacerta vivipara son ligeramente 

mas altos en comparacién con las no prefiadas, pero también es un efecto relacionado con el hecho que 

las hembras prefiadas de este género se exponen al sol por periodos mas prolongados (Lynn, 1970). La 

temperatura corporal de hembras de lagartijas varia considerablemente entre las especies, ya que 
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algunas presentan temperaturas mayores o menores en el periodo de reproduccién. En el caso del 

género Sceloporus la temperatura corporal es menor en este periodo en comparacién con el no 

reproductivo (Andrews, 1997). 

Por lo general la funcién tiroidea en reptiles varia proporcionalmente con la temperatura, aunque 

no se conocen atin las relaciones causa-efecto. La actividad tiroidea en lagartijas de clima templado es 

mayor en las estaciones calidas. La reduccién artificial de la temperatura en los meses de verano reduce 

la actividad tiroidea, de esta manera, la actividad de la glandula es mayor cuando se mantienen a 35°C 

que a 15°C. Sin embargo, la maxima actividad tiroidea también se correlaciona con la reproduccion. Una 

excepcién de lo descrito anteriormente se presenta en varias especies de lagartijas como por ejemplo 

Agama, cuya actividad tiroidea se deprime en invierno. De hecho esta especies de lagartijas es mas 

activa en invierno que en verano. Este aumento en !a actividad tiroidea también se correlaciona con un 

aumento en la humedad y en Ia actividad, lo que sugiere una relacién compleja entre 1a actividad 

tiroidea, el estado de actividad det animal y tos factores ambientales (Lynn, 1970; Norris, 1997). Asi, se 

sabe que existe una relacion directa entre la temperatura del ambiente y la captura de yodo, y que la 

administracién de TSH no modifica la captura de yodo con muy bajas temperaturas (2-3°C). Las tiroides 

de lagartijas (Anolis carolinensis) mantenidas a 35°C mostraron evidencia histélogica de una actividad 

marcadamente mayor con menor variabilidad en comparacién con las mantenidas a 15°C, pero el efecto 

de ésta diferencia de temperatura en la captacién de radioyodo es muy grande. 

La longitud del dia también puede influenciar la actividad tiroidea. En las tortugas la exposicién a 

luz continua provoca en la tiroides una estimulacion, que es maxima en 5 dias y gradualmente disminuye 

hasta que la glandula esta inactiva en el dia 35 (Lynn, 1970; Leatherland 1987). 

6)Cambios relacionados con los ciclos reproductores 

El estudio de los ciclos de reproduccién en diferentes especies de reptiles ha mostrado una 

relacién directa entre la actividad de la tiroides con la actividad gonadal. Asi, por ejemplo, en Sceloporus 

occidentalis a lo largo del periodo de actividad (Marzo a Noviembre), ocurre un aumento gradual en la 

altura del epitelio tiroideo en ambos sexos, que es mayor durante el periodo de apareamiento (Abril o 

Mayo hasta Junio). Posteriormente hay una disminucién en hembras después de ta oviposicién. Los 

machos mostraron una disminucién mas gradual empezando en Julio hasta Septiembre. La 

espermatogénesis ocurre en poco tiempo después de la hibernacién y tiene lugar en un periodo de 

actividad tiroidea relativamente baja. Hay un aumento del tamafio de los testiculos cuando el epitelio 

tiroideo es alto y luego decrece. En hembras hay un aumento en la altura del epitelio tiroideo asociado 

con el depésito de yema (vitelogénesis) y en la ovulacién. Se ha sugerido que estos cambios son 

secundarios a! aumento en ta sintesis y secrecién de hormonas tiroideas (Lynn 1970, Leatherland 1987, 

Norris, 1997). 
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Para el caso de Sceloporus grammicus (especie utilizada en este trabajo), se conoce que ambos 

sexos también presentan actividades reproductivas en diferentes estaciones. Los machos alcanzan la 

maxima produccién de esperma a principios del verano (Mayo- Julio), cuando inseminan a las hembras, 

mientras que éstas comienzan la vitelogénesis a finales del verano y la ovulacién se da principalmente 

en septiembre (hasta noviembre). El esperma se conserva en jos oviductos por aproximadamente tres 

meses (Guillete, 1980; Méndez de !a Cruz ,1989). 

EI hipo e hipertiroidismo provoca un deterioro en {a actividad reproductiva en diferentes especies 

(en hembras atresia folicular y atrofia ovarica y en machos pérdida de células de Leydig y regresién 

gonadal), por lo que se requieren niveles optimos de HTs para la funcién gonadal normal. Obviamente la 

glandula tiroides varia en su actividad durante el afio y ademas de la temperatura puede estar 

influenciada por otras hormonas como la somatotropina (GH) y las gonadotrépicas (Eyeson, 1970; 

Hadar-Misra y Thapliyal, 1981; Letherland, 1987). En lagartijas hipotiroideas ta Ta restablece el peso 

testicular, T3 no participa o participa muy poco en el aumento del peso gonadal. (Chandola-Saklani, 

1990). 

2.4 Hormonas Tiroideas y Vitelogénesis 

EI hipo o hipertiroidismo inducen pérdida de la yema en los oocitos del ovario de Agama, se 

requieren niveles normales de HTs para que se realice éste proceso. Se sabe que las HTs son 

permisivas (Leatherland, 1987; Callad et a/, 1994). 

2.5 Tiroides y Muda 

La relacion entre ta funcion tiroidea y la muda se ha estudiado en diferentes especies lagartijas, 

en el género Lacerta. La tiroidectomia provoca el cese de la muda. En animales sin tiroides la capa 

cérnea se forma de manera continua y no ocurre la diferenciacién de la capa del borde externo. La 

tiroides esta relativamente inactiva durante la fase de formacién rapida y estratificacién de una nueva 

epidermis, sin embargo, en un periodo breve de muda, !a altura del epitelio tiroideo y la liberacién del 

coloide aumentan. Esta actividad continua por varios dias después de la muda y disminuye 

gradualmente hasta alcanzar un punto bajo en el periodo que precede a la siguiente muda. En animales 

tiroidectomizados se inhibe o se alarga el periodo entre las mudas. Los implantes tiroideos en musculo o 

la administraci6n de tiroxina, revierten el efecto permitiendo fas mudas. Estudios en lagartijas mostraron 

que T4 acelera la muda en mayor proporcién que T3. En el mismo trabajo ef uso de acido iopanoico 

inhibe la desyodacién periférica, pero no afecta a la muda, lo que sugiere que T4 actla ya sea 

directamente o bien estimulando la secrecién de otras hormonas (Chandola-Saklani, 1990). La muda en 

squamata también esta influenciada por otros factores como son extractos de timo, GH, ACTH, 
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hormonas sexuales y PRL. Se desconoce si estas hormonas actuan directamente o a través de 

modificar ta funcién tiroidea. En condiciones experimentales con temperaturas superiores aumenta Sa 

frecuencia de las mudas. La hipofisectomia también inhibe la muda, efecto que se revierte con la 

administracién de TSH o prolactina. Esta ultima hormona aumenta !a accion de T4 en animales intactos 

(Lynn, 1970). 

De manera sorprendente, para serpientes (como Python, Natrix, Vipera) la influencia tiroidea es 

lo inverso que lo observado en lagartijas. La hipofisectomia o tiroidectomia provocan un aumento en las 

mudas. Hasta ef momento no se ha dado explicaciones de esta notable diferencia entre estos dos tipos 

de reptiles (Chiu y Lynn, 1970). 

2.6 Tiroldes y Diferenciacién en el Crecimiento 

No hay estudios detallados que correlacionen la tiroidectomia, la inhibicién tiroidea, ta 

administracion de T4 o de TSH con el crecimiento de reptiles jovenes. Hay alguna evidencia que la 

tiroidectomia inhibe el crecimiento de lagartijas (Lacerta agilis o Sceloporus undulatus) jovenes, lo que 

sugiere que la relacién entre el crecimiento y las HTs son similares a los patrones descritos para 

mamiferos (Lynn, 1970, Norris, 1997). 

La inhibicién de la funcion tiroidea en el desarrollo embrionario se ha estudiado en tortugas 

Chelydra. Los huevos se trataron con tiourea inyectada en fa albumina. Los embriones mostraron una 

deficiencia en et crecimiento, anormalidades en el caparazon, la eclosién se retrasd y no presento la 

retraccién norma! del saco vitelino. La tirodectomia de hembras prefiadas de Lacerta 6 a 8 semanas 

antes del término provocé partos prematuros de los huevos, sin embargo los embriones eran normales 

(Lynn, 1970). 

2.7 Tiroides y Otros Organos Endocrinos 

Los cuerpos ultimobranquiales (cuerpos postbranquiales) se hipertrofian en lagartijas 

tiroidectomizadas, exhiben tos mismos cambios estacionales en la actividad secretora que la observada 

en la tiroides, mas aun, responden a TSH de la misma forma, pero !a hipofisectomia no produce cambios 

en estas estructuras. La remocion de estos no producen cambios en la tiroides. Lo anterior sugiere que 

en los reptiles, !a relacién de éstas dos glandulas es misma que en mamiferos, i.e secrecién de 

tirocalcitonina al aumentar la concentracién de calcio en el suero. La remocién del ojo parietal (o pineal) 

en lagartijas (S. occidentalis y Uma 0) provoca estimulacion tiroidea, se sugiere que el ojo parietal puede 

Producir una hormona que ejerce una inhibicién de ta actividad corporal del animal, probablemente via la 

glandula pineal, hipofisis, tiroides y otras glandulas endocrinas. Asi, la destruccién de ta regién epifisial 

se acompafa de inactividad testicular y de estimulacién tiroidea En animales parietalectomizados, 
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mantenidos a temperaturas medias de su habitat natural, se observé una aumento en la altura del 

epitelio tiroideo y reduccién de! coloide aun meses después de la operacidn. Las lagartijas que se 

regresaron a su habitat, mostraron una aumento en ta actividad en invierno y primavera, pero no en 

verano, 0 sea que la operacion no afecta el comportamiento anual de la tiroides, (Lynn 1970, Thapliyal, 

1980). 

2.8 Efectos Miscelaneos de HTs 

En serpientes, la tircidectomia provoca la formacién de cristales fluidos en el timo, la inyeccién 

de extracto de timo mamifero, inhibe la actividad tiroidea y se acompafia de un aumento de muda (Lynn, 

1970). En Lacerta provoca una disminucién gradual de {a actividad fisica, del apetito y mueren de 3 a 8 

meses después con aparicién de anemia debida a un déficit hematopoyetico. La administracién de 

tiroxina previene la aparicién de éstos sintomas. También las HTs aumentan el comportamiento territorial 

y fa irritabilidad. (Lynn, 1970; Thapliyal, 1980). 

2.9 Metabolismo de Carbohidratos, Proteinas y Lipidos 

En lagartijas de jardin hipo- o hipertiroideas, la glucemia disminuye en el invierno. En tas 

serpientes acuaticas la tiroidectomia no modifica la glucemia y aumenta el giucogeno hepatico. La 

tiroxina revierte los efectos sobre glucégeno hepatico y esquelético resultando en hiperglucemia. A 

diferencia de las lagartijas de jardin, parece que en serpientes acuaticas es importante que !a glucosa 

sanguinea no baje de cierto nivel. Puede tener significado adaptativo, ya que asegura un suplemento 

estable de glucosa como combustible metabdlico ai cerebro especiaimente en invierno cuando el 

consumo de O02 en el cerebro es alto. En lagartijas de jardin la tiroidectomia no tiene efecto en el 

contenido de proteinas sanguineas. El efecto sobre acidos grasos libres varia en diferentes especies. En 

Calottes no hay cambio en invierno, pero en verano, la tiroidectomia provoca disminucién de acidos 

grasos libres (FFA) en el plasma sin afectar los niveles de triacilglicéridos (TG). Por otro lado, en 

lagartiias normales o tiroidectomizadas, la administracién de T4 reduce fos TG en el invierno y no influye 

en los FFA. Los niveles de colesterol sanguineo solo se ven afectados (disminuyen) con altas 

temperaturas (Thapliyal, 1975; Leatherland, 1987). No estan claros tos efectos de las HTs en otros 

parametros metabdlicos, pero ta condicién eutiroidea puede ayudar a fa normoglucemia al aumentar el 

glucégeno en higado y musculo y puede estar relacionado en el metabolismo de lipidos a través del 

control de concentraciones de triglicéridos y FFA hepaticos y los triglicéridos del plasma (Thapliyal, 

1980; Chester-Jones et a/, 1987; Jacob y Oomen,1990). Ademas la tiroxina tiene efectos en enzimas 

asociadas al metabolismo de carbohidratos y proteinas (ver 2.10). 
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2.10 Tiroides y Enzimas metabdlicas 

Aun no esta claro si al igual que endotermos, las HTs juegan un papel en la regulacion del 

balance metabdlico de los reptiles. Asi, por ejemplo, no se ha podido correlacionar los efectos directos 

de la administracién de T4 o la tiroidectomia en el metabolismo oxidative. Los efectos fisioldgicos de las 

HTs en lagartijas se han estudiado ya sea con el suplemento (administracisn de T4 0 TSH) o la 

supresién hormonal (tiroidectomia). Estos estudios han demostrado claramente en uno u otro 

Procedimiento, estimula o disminuye respectivamente, ia tasa metabdlica estandar (SMR), evaluado por 

el consumo de oxigeno de todo el organismo o de érganos como: higado, cerebro, corazén y pulmén. 

Sin embargo, estos efectos, solo se observan con temperaturas mayores a 30°C, en el intervalo de 21 a 

24°C no observaron dichos efectos (Lynn, 1970; Wong et al, 1975; Thapliya!, 1980; John-Alder; 1984a; 

Chester-Jones et al, 1987; Jacob y Oomen, 1990). 

Para comprender la funcién de las HTs en la regulacién de la SMR, se han estudiado diferentes 

enzimas que se sabe reflejan el gasto energético durante la actividad. Asi, como indicador de la 

capacidad de glucdlisis aerobia se analiz6 a la piruvato cinasa, como indicador de 1a capacidad 

mitocondrial del oxidacion, a Ja citrato sintetasa y como indicador del intercambio de NADH entre citosol 

y mitocondria, a la a-glicerolfosfato dehidrogenasa (a- GPDH). La piruvato cinasa es independiente, 

mientras que fa citrato sintetasa, si es dependiente de HTs y tiene su maxima expresién en animales 

eutiroideos. En tagartijas (Sceloporus) hipotiroideas disminuye la capacidad de locomocién y su 

capacidad de oxidaci6én en musculo (John-Alder, 1984a,b). Solo ta a- GPDH citosdlica se vio afectada 

por aumentos en los niveles de T4 (este aumento no ocurre en ratas), por lo que se sugiere que la 

administraci6n de T4 puede aumentar la capacidad de locomocién, al aumentar la capacidad de 

gluconeogénesis (John-Alder, 1990). 

La comparacién de las mitocondrias de reptiles (lagartija) con mamiferos (rata), que tienen la 

misma masa y temperatura corporal ha mostrado que la membrana interna de ta mitocondria de ta 

lagartija (A. vitticeps) es varias veces menos permeable a los protones que la mitocondria de rata. Esto 

se debe a que presentan una composicién alterada de los fosfolipidos de membrana. La rata tiene de 7 a 

8 veces el numero de dobles enlaces en la mitocondria en comparacién con la de reptifes, son 5 veces 

mas permeables, lo que provoca una fuga mayor de protones (por tanto, mayor generacion de calor) y el 

doble del consumo de oxigeno (Brand et af 1991). 

En un esfuerzo por sistematizar toda ia informacion revisada hasta aqui, en ja TABLA 5 se 

resumen los principales efectos de las hormonas tiroideas en reptiles. 
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TABLA 5. Algunos efectos de las Hormonas Tiroideas en Reptiles. 

  

RESPIRACION CELULARICALORIGENESIS 

T SOLAMENTE CON ALTAS TEMEPERATURAS. 

CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION CELULAR 

SEMEJANTE A MAMIFEROS (T CRECIMIENTO SOMATICO, 

TRANSCRIPCION DE GH. MADURACION DEL SISTEMA 

NERVIOSO, OSIFICACION EPIFISIARIA). 

Mupas 

LAGARTUAS: HIPOTIROIDISMO +, HIPERTIROIDISMO T EL 

NUMERO, EN SERPIENTES: EFECTO OPUESTO. 

METABOLISMO DE LOS CARBOHIDRATOS 

EN INVIERNO + GLUCEMIA (SIN IMPORTAR Et ESTADO 

TIROIDEO), EN VERANO fT. 

METABOLISMO DE Lipinos 

4 COLESTEROL LIBRE EN VERANO, EN INVIERNO SIN 

EFECTO. 

En VERANO Tx J FFA, SIN AFECTAR TG. EN INVIERNO 

Ta TG sin AFECTAR FFA. 

METABOLISMO PROTEICO 

EN VERANO T PROTEINAS, EN INVIERNO SIN EFECTO. 

METABOLISMO MUSCULAR 

ACTIVIDAD MUSCULAR TEMPERATURA-DEPENDIENTE. 

METABOLISMO DE IONES 

TIROIDECTOMIA REDUCE CONCENTRACIONES DE CALCIO 

Y FOSFORO. 

CONDUCTA 

DEPENDIENTE OE LA TEMPERATURA. CON BAJAS 

TEMPERATURAS 4 ACTIMIDAD FISICA, CON ALTAS 

TEMPERATURAS ACTIVIDAD, COMPORTAMIENTO 

TERRITORIAL Y LA AGRESION (EN MACHOS), 

SISTEMA HEMATOPOYETICO 

(SERPIENTES} EN HEMBRAS, Ta T RBC y Ha. Tx SIN 

EFECTO AUN CON ALTAS TEMPERATURAS. 

ABSORCION 

ES DEPENDIENTE DE LA TEMPERATURA. 

FUNCION HIPOFISIARIA 

SIMILAR A MAMIFEROS (PARTICIPACION EN SINTESIS Y 

SECRECION DE TSH, GH, FSH, LH ¥ PRL). 

FUNCION REPRODUCTORA 

EN PERIODOS DE REPRODUCCION HipoTiRoIDIsMO J, 

HIPERTIROIDISMO T TAMARO GONADAS. 

PARTICIPAN EN LOS CICLOS REPRODUCTORES. 

PERMISIVAS EN LA VITELOGENESIS. 

GESTACION/PARTO. EN VIVIPARAS SIN EFECTO, EN 

OVIPARAS —-HIPOTIROIDISMO: + —-DEFICIENCIA. «(DE 

CRECIMIENTO 0 PARTOS PREMATUROS. 

  

T, aumenta; 4, disminuye: FFA, acidos grasos libres; FSH, hormona foticuloestimulante: GH, Hormona de crecimiento; 
Hb, Hemoglobina; LH, hormona tuteinizante; PRL, prolactina; RBC, eritrocitos; TG, tiaciiglicéridos, Tx tiroidectomia, T+ 
tiroxina. (Tomado de: Eyeson, 1970; Chiu, 1970; Lynn, 1970; Thapliyal, 1980; Guillete, 1980; Hatdar-Misra, 1981; John- 
Alder, 1984a; Chester-Jones, 1987; Leatherland 1987; Licht, 1988; Méndez de !a Cruz ,1989; Chandola-Saklani, 1990; 
Jacob ,1990; Caliad iP, ef a/, 1994; Andrews, 1997; Norris, 1997). 
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{ll ADAPTACION ENZIMATICA A LA TEMPERATURA 

Cuando los organismos colonizan un nuevo ambiente se ven expuestos a diferentes presiones 

de selecci6n, una de las mas importantes es la temperatura la cual determina los limites de distribucién, 

los intervatos en que funcionan y la sobrevivencia de los organismos. En respuesta a los problemas 

generados por la temperatura los organismos han adoptado dos formas de adaptacién muy diferentes: la 

endotermia y la ectotermia. 

En los organismos ectotérmicos la temperatura corporal esta determinada por fa temperatura del 

ambiente (Hochachka y Somero, 1984). Los ectotermos terrestres tienen una mayor fluctuacién de la 

temperatura en comparacién con los acuaticos (Prosser, 1991). En condiciones naturales la demanda 

impuesta por el calor o el frio ambiental determina, en todos los organismos cambios o respuestas 

compensatorios en la fisiologia o en la morfologia que ayudan al individuo a enfrentar y/o resistir dicha 

demanda. 

Al conjunto de cambios que un animal experimenta en un marco natural se le denomina 

ambientacion. En un concepto mas restringido la aclimatacién se refiere al cambio(s) fisioldgico(s) 

especifico(s) desarrollado(s) en un tiempo, en el laboratorio, en respuesta a la variacién de un unico 

factor ambienta! como la temperatura (Eckert, 1988). 

En el ambiente térmico heterogéneo de los ectotérmos terrestres, factores como ta radiacién 

solar, (cielo y tierra), conduccién del sustrato, evaporacién del agua, y la conversion libre y forzada por el 

viento pueden influir en la temperatura corporal. Si el comportamiento etolégico es posible, existe una 

tendencia a estabilizar la temperatura corporal alrededor de la temperatura preferida (termorregulacién 

etolégica). Esta temperatura se puede alterar con la aclimatacién en muchas especies (White y Somero, 

1982). 

La agrupacion o preferencia de los vertebrados ectotérmicos alrededor de una cierta 

temperatura, cuando se ofrece una opcién en un gradiente térmico, se ha demostrado en cicléstomos, 

elasmobranquios, teledsteos, anfibios y reptiles. Entre los anfibios y reptiles esta termorregulacién 

etoldgica se puede dar por medio de ciertos comportamientos estereotipados, incluyendo tas posturas de 

calentamiento (asoleo) que aumentan la captura de calor solar, estabilizan la temperatura corporal (la 

orientacion hacia el sol) y retrasan la pérdida de calor (Crawshaw, 1979). , 

Los sistemas termorregulatorios de todos tos vertebrados incluye la integracién de informacion 

proveniente de receptores termosensibles del tallo cerebral y/o columna vertebral con informacion de 

receptores periféricos. El procesamiento e integracién de esta informacién se realiza en la zona predptica 

hipatalamica anterior. Todos !os vertebrados parecen ser sensibles a temperaturas periféricas y 

profundas, que se comparan con una temperatura de referencia (punto de ajuste) neural. La diferencia o 

discrepancia entre ambas registrada (Crawshaw ef a/, 1990), determina las respuestas etolégicas o 

33



neurales, que permiten un control considerable del estado térmico y, si el ambiente presenta opciones 

térmico, las temperaturas corporales se pueden conservar en un intervalo cercano a la temperatura 

preferida. Este patron comun de las especies o de !as poblaciones, asi como el contral especifico de la 

temperatura y la selecciém (como son cambios entre sol y sombra y retiro a lugares subterréneos), 

indican que la preferencia térmica debe estar asociada, de manera adaptativa con el funcionamiento 

fisioldgico y bioquimico éptimo de los organismos (Crawshaw et al, 1990). 

La regulacién alrededor de una temperatura particular incluye dos estrategias térmicas 

diferentes: 1) En muchas especies los organismos intentan defender una temperatura corporat absoluta 

dada cercana a la temperatura preferida, y 2) En otras especies, los organismos pueden seleccionar un 

numero de temperaturas durante el curso del dia. La clave en la seleccién de éste régimen térmico, es 

lograr una temperatura dptima en un tiempo promedio que permita las funciones fisioldgicas, por ejemplo 

el crecimiento y la eficiencia en la asimitaci6n. 

Aunque se ha demostrado que una variedad considerable de sistemas fisiolgicos y bioquimicos 

pueden funcionar de manera optima cerca de las temperaturas preferidas, no se debe concluir que la 

preferencia térmica de un organismo es un componente estatico del repertorio conductual. Muchos 

factores, fisicos y quimicos, pueden interactuar para producir variaciones en la preferencia térmica de un 

organismo. Por ejemplo, al igual que los vertebrados endotérmicos, los organismos ectotérmicos 

infectados con bacterias gram-negativas y toxinas de bacterias, aumentan su temperatura corporal. En 

ectotermos por supuesto la “fiebre” es por comportamiento, que se da a través de ia seleccién de una 

temperatura mas elevada en un gradiente térmico. Estas fiebres etolégicas han sido observadas en 

peces, ranas y lagartijas. En estos estudios ta intensidad de la fiebre varid en un intervalo de 2- 6.5 °C 

sobre la temperatura preferida y fue abolida con la administracién de antibidticos (White y Somero, 1982). 

La variabilidad estacional en la temperatura corporal es una caracteristica funcional sine qua non 

de los ectotermos. Sobre bases Unicamente fisicas, las alteraciones en los intervalos de los procesos 

bioquimicos, el estado fisico de los lipidos y la solubilidad de los gases respiratorios en los fluidos 

biolégicos, se anticipan como una consecuencia del estado térmico alterado. Asi, por ejemplo, dado que 

la solubilidad del coeficiente de CO2 es una funcién de la temperatura, podemos esperar alteraciones en 

la temperatura corpora! para hacer uso de cambios en el estado acido-base de los fiuidos corporales. 

Estas alteraciones deben corresponder a la bioquimica ya que la concentracién de protones (H’] es un 

factor crucial para gobernar las actividades de las enzimas y de otras proteinas. (White y Somero, 1982). 

34



3.1 Temperatura-pH 

Como se menciono arriba, tas variaciones en la solubilidad de los gases van a producir cambios 

en el pH. Cambios pequefios tienen influencias extraordinarias en la velocidad y proporcién de los 

procesos metabdlicos asi como en la estabilidad de las proteinas. Por esta razon todos los organismos 

aplican un esfuerzo considerable para controlar et pH sistémico. 

En todos fos vertebrados se sabe que existe una correlacién inversa y constante entre pH y 

temperatura de ~ -0.015 unidades (U) de pH/°C (varia de acuerdo a la especie). Esta relacién constante 

requiere de la presencia de un amortiguador con un pK de alrededor de 7 y una entalpla de ionizacién de 

aproximadamente 7 kcal/mol. Estas relaciones han sido evatuadas por Reeves (1972), quien argumenté 

que la pendiente de esta funci6n es influenciada de manera importante por la interaccién de dos sistemas 

de amortiguaci6n de acidos débiles con bases conjugadas. Estos sistemas de amortiguacién son: 1) los 

sistemas de acido carbénico - bicarbonato, que son intercambiados en una manera dependiente de la 

temperatura, y 2) fos derivados de imidazol: que son histidinas unidas a proteinas, y amortiguadores 

conteniendo dipéptidos de histidina e histidinas libres (Reeves, 1977, White y Somero, 1982). 

Los efectos de la temperatura sobre el pH de diferentes érganos en los vertebrados estan 

ampliamente documentados. Asi, por ejemplo, en el hombre, los valores de pH, en la sangre arterial a 37 

y 41°C son de 7.4 y 7.34 respectivamente. En la sangre de ia piel a 25°C, el pH es de 7.58 (Rahn y 

Reeves 1980). Sin embargo, en ef caso de muchas especies de ectotermos (vertebrados e 

invertebrados) los valores de pH sanguineo varian décimas de unidades de pH diferentes a 7.4, debido a 

los grandes cambios que estos organismos exhiben en Ja temperatura corporal. Asi, cuando la 

temperatura aumenta 1°C, el pH de la sangre y del citosol desciende. Esta dependencia del pH 

sanguineo y del citosol a los cambios en la temperatura se observa en a) variaciones de aclimatacién en 

tos individuos y b) en especies con diferente adaptacién térmica. Por ejemplo, en el musculo de un 

mamifero, el citoso! a 37°C esta cercano a 6.7 - 6.9, mientras que en el mUsculo de un pez antéartico a - 

1.9°C, es de 7.3-7.5, esto es una diferencia de casi un orden de magnitud (Hochachka y Somero, 1984). 

Tal vez la impticaci6n mas importante de esta heterogeneidad tisular en la respuesta a 

temperatura-pH y ta composicién del amortiguador, es fa velocidad a la cual se efectua la regulacién 

dependiente de! « - imidazo!, por lo que no solo varia entre organismos aéreos y acuaticos sino entre los 

tejidos de un mismo organismo. La pregunta surge entonces alrededor de cual es la propiedad acido- 

base critica que se debe conservar cerca de un valor preestablecido. La informacién disponible indica 

que la propiedad bioquimica que esta en el centro de la regulacién fisioldgica de pH, es la entalpia de 

disociacién del estado de protonacién del imidazol. 

Las recompensas mayores de las considerables cantidades de trabajo fisioldgico que se puede 

extender para mantener el pH en los fluidos celulares, con valores que permiten una carga de histidinas 

estables es porque con valores de pH fisiologicos, se afectardn las cargas 0 los estados de ionizacién de 
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las histidinas pero generalmente no los de otros aminoacidos (aa). Como la histidina tiene un pK cercano 

a 7.0 con temperaturas fisiolégicas, estara parciaimente protonado, por lo que las reacciones enzimaticas 

que requieren de una histidina protonada para la unién a figandos para facilitar la reacci6n en una 

direccién, también se puede llevar a cabo en la reaccién opuesta cuando la unidn requiere de histidinas 

imidazol no cargados. La carga neta de histidinas puede influenciar la conformacion (en el sitio activo) de 

una proteina y por lo tanto de su actividad. 

La influencia en la expresién de diferentes formas enzimaticas, se puede deber a cambios en el 

tipo de enzima o debido a variaciones microambientales en la solucién que rodea a las enzimas, estas 

dos estrategias son importantes en la conservacién de la Km. Estos cambios microambientales son de 

extrema importancia en los tiempos de adaptacién térmica. Los organismos aéreos corrigen e! pH a 

cualquier temperatura al alterar las frecuencias de respiracion, por lo que al cambiar las concentraciones 

de CO2 de la sangre, Reeves sugiere que se dispara un mecanismo pH- sensible que involucra uno o 

mas grupos imidazol. 

La influencia de los grupos imidazol en los cambios en {fa actividad enzimatica ha sido 

ampliamente estudiada, el ejemplo mas claro es el de la lactato deshidrogenasa purificada de musculo 

(M4-LDH). Este tetramero participa en la funcién anaerobia del mutsculo. La unién del piruvato al sitio 

activo de la enzima, requiere la coordinacion de un residuo de arginina y de un grupo histidit imidazol. El 

residuo de arginina, siempre tiene una carga positiva a pH fisiolégicos, por lo que la unién del piruvato se 

facilita en la ARG en Ia posicién 117. Una situacién diferente se encuentra en el caso de las interacciones 

de piruvato imidazol. A pH fisiolégicos los grupos histidil imidazol se encuentran a la mitad de la 

protonacién, por to que el a imidazol cercano a 0.5 permite que la reaccién sea reversible. Mientras que a 

valores de pH extremadamente bajos o altos al pK del imidazol, las reacciones enzimaticas seran 

irreversibles. Teniendo el punto fijo de la protonacién de HIS 195 cerca de 0.5, los descensos de pH 

pueden tener efectos en la capacidad aumentada de unién a piruvato y disminuida para lactato. Durante 

el ejercicio, el musculo esquelético depende de la glucdlisis anaerobia, la caida en el pH durante !a 

actividad muscular activara la funcién de la piruvato reductasa de LDH al aumentar la unién. Se puede 

apreciar claramente los beneficios de tener una capacidad de reserva para los intervalos aumentados de 

una funcién en respuesta a una sefial de modulacion, en éste caso el H’ (Yancey y Somero, 1978). 

La relacién pH-temperatura, lleva a valores conservados de la Km en tiempos cortos y evolutivos 

en la temperatura corporal. En condiciones experimentales de pH constante, la variacién en la Km en 

homélogos interespecificos, es de aproximadamente 10 veces, pero con un pH realista (corregido a la 

temperatura corporal del organismo) se conserva la Km. Aunque este sistema es muy eficiente, cuando 

se estudian a diferentes especies ambientadas a diferentes temperaturas y se utiliza la correcci6n para el 

pH, se deberia encontrar una Km idéntica entre las especies y, sin embargo, se observan diferencias, 

esto implica cambios en los aa que aseguren que se mantenga la eficiencia de la enzima al modificar ta 

afinidad (Yancey y Somero, 1978). 

36



Para las enzimas que carecen del sistema « imidazol, la conservacién de la Km se debe obtener 

enteramente por cambios de los aa. Las modificaciones evolutivas en la estructura primaria de las 

enzimas para producir valores correctos de Km pueden tener un importante efecto en la eficiencia 

catalitica 

Como se mencioné anteriormente los grupos imidazol se preservan en un estado aproximado de 

la mitad de protonacién, condicién que no se encuentra en otros grupos de otros aa. Por lo que estos 

grupos estan particularmente preparados para funcionar en una gran cantidad de eventos donde se 

requieran protonacién/deprotonacion, que son criticos en las interacciones de las enzimas-ligandos, en 

pasos cataliticos en las reacciones enzimaticas y en las transiciones estructurales en las proteinas. 

En el contexto del pH-temperatura lo mas importante del imidazol es el pK encontrado en 

temperaturas bioldgicas. El pK del imidazo! se encuentra influenciado por los residuos de aa circundantes 

de la proteina. La mayoria de los grupos de imidazol tienen un pK cercano a 7 a 25°C. Por to que no 

sorprende el hecho que los valores de pH que los organismos defienden estén cercanos a los valores de 

pK de los grupos imidazol de histidinas. Asi en los extremos de Ja escala de pH, acidos (5.0) como ocurre 

en las enzimas digestivas, o basicos en las mitocondrias (9.0), los grupos imidazol presentan amplias 

variaciones en su pK, dependiendo de fa polaridad del microambiente (White y Somero, 1982). Esto se 

aprecia en la siguiente tabla: 

TABLA 6 PROPIEDADES DE LOS GRUPOS IMIDAZOL DE HISTIDINAS 
  

Valores pK 

Imidazol 6.95 

Histidina-imidazol 6.00 

Histidina-imidazol “tipico” 6.5 

Adyacente a grupos acidos (-) 7-8 

Adyacente a grupos basicos(+) 5-6 

Entalpia de tonizacién 7 Kcal/mol 
  

3.2 Adaptaciones Bioquimicas al Habitat 

Como se menciond anteriormente, !a regulacién térmica por conducta (termorregulacién 

etolédgica) es por lo general muy importante cuando se presentan fluctuaciones pequefias de temperatura 

en el medio, como puede ocurrir en un ciclo diurno. Los cambios de estaciones o las colonizacién de un 

habitat nuevo (variaciones de temperatura a largo plazo) requieren m&s que la termorregulacién 
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etologica. Estos cambios requieren modificaciones bioquimicas. Entre estas modificaciones se pueden 

distinguir 3 tipos de adaptaci6n a la temperatura: 

3.2.1) Compensacion térmica inmediata. Son modificaciones en la actividad enzimatica que, 

dependiendo de la direccién del cambio, se denominan regulacién térmica positiva o negativa. En la 

positiva la constante de afinidad es proporcional a la temperatura, con concentraciones constantes de 

substrato y en la negativa, la afinidad (Km) aparente de la enzima varia inversamente con respecto a ia 

temperatura. Se ha concluido que frente a concentraciones bajas (fisiolégicas) de sustrato, el intervalo de 

reacciones esta determinado por tas propiedades cataliticas, mas que por los parametros 

termodinamicos (Hochachka y Somero, 1973). La afinidad esta alterada por la unién de metabolitos 

especificos en sitios alejados det sitio catalitico de la enzima. El cambio inmediato de la Km resultante de! 

cambio en la temperatura, se da entonces en la conformacién de la enzima (Hochachka, 1971). 

3.2.2) Aclimatacién térmica. Son cambios semipermanentes (estacionales o transitorios) en ta 

regulaci6n fenotipica de la expresién génica y por !o tanto ocurren cambios en las cantidades y tipos de 

proteinas en las células. La aclimatacién térmica se ha comprobado tanto en tejidos aislados como en 

tejidos completos, por ejemplo, los musculos de ranas de invierno y de verano difieren en sus 

propiedades contractiles, lo que se debe a una modificacién enzimatica en respuesta a la temperatura. 

Por otro lado se conoce que en un mismo tejido, existen dos o mas variantes de una enzima, 

cuyas caracteristicas cinéticas abarcan un amplio intervalo de temperaturas. En esta forma es posible 

mantener en un amplio intervalo de temperaturas, una funcién catalitica termicamente independiente, que 

no seria posible si solo estuviera presente una sola forma enzimatica. 

Ademas, se sabe que las concentraciones de los sustratos para enzimas entre las diferentes 

especies es notablemente similar, el ajuste de valores de Km a niveles similares en diferentes especies 

es también notorio. Juntas estas dos tendencias mantenidas tlevan a la conservacién de la Km para el 

sustrato dptimo, que permite que las reacciones enzimaticas funcionen en una fraccion significativa de la 

Vmax, mientras se mantenga la capacidad de alterar significativamente sus tasas cataliticas en 

respuesta a sefales moduladoras (Hochachka y Somero,1984). 

Es poco probable que una determinada enzima pueda actuar eficientemente en ei intervalo 

completo de ta temperatura corporal de los organismos ectotérmicos. Para explicar esta constancia 

catalitica inicialmente se propuso la presencia de cambios genéticos. Estos cambios genémicos 

producen variantes enzimaticas que pueden ser isoenzimas con miltiples loci, o aleloenzimas 

(variaciones alélicas de un mismo loci), para permitir asi la adaptacién del organismo a un ampltio 

intervato de temperaturas (Hochachka y Somero, 1984). Recientemente, se ha propuesto una segunda 

posibilidad que plantea la operacién de mecanismos o cambios no genéticos o epigenéticos. Estos 

mecanismos, que no excluyen a las modificaciones genéticas, generan formas enzimaticas termo- 
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inducidas, las cuales presentan una conformacién terciaria (en el sitio activo) diferente que les permite 

actuar en un amplio intervalo térmico (Fields y Somero, 1997). 

Una forma de lograr tos cambios térmicos compensatorios en tos procesos fisiolégicos, es alterar 

la actividad de enzimas especificas al cambiar su concentracién. Los mecanismos responsables de 

estos cambios en la expresién génica pueden operar en diferentes niveles: transcripcién, estabilidad o 

proceso del mRNA, traduccion, modificaciones post-traduccionales y estabilidad o transporte de 

proteinas. Estos cambios en la expresién enzimatica pueden ser alcanzados por dos formas generales 

de compensacisén: aclimatacién fisiolégica y adaptacion evolutiva. 

3.2.3) Adaptacién evotutiva. Son cambios génicos sobre muchas generaciones que permitiran la 

evolucién de variantes macromoleculares que estan adaptadas a un nuevo régimen térmica. 

A diferencia de la aclimatacién fisiol6gica que ocurre en la vida de un individuo y es tipicamente 

reversible, la adaptacién evolutiva acta via seleccién de las diferencias genéticas dentro o entre las 

poblaciones. Numerosos estudios correlacionan el genotipo o las frecuencias alélicas (fenotipos de 

proteinas que presentan diferentes atelos) con los factores ambientales o ecolégicos. En muchos casos 

estas correlaciones se han interpretado como la forma en la que actua la seleccién natural, sin embargo, 

estas interpretaciones han sido criticadas por basarse en datos correlativos y por no asignarles una tasa 

de mutacién en ia deriva génica. Por ésta razén, algunos investigadores han desarrollado un enfoque 

bioquimico y fisiolagico para estudiar el significado evolutivo de la variacién génica en un ioci en 

particular. Igualmente, otros estudios han correlacionado los heterocigotos con multiples locus con 

mediciones en el desarrollo fisiolagico, como un intento para explicar los niveles de la variacién génica, 

sin considerar las diferencias funcionales de las aleloenzimas (Hochachka y Somero, 1969; Garland y 

Carter, 1994). 

El propésito de estudio de este trabajo incluye lo que es fa aclimatacién térmica y como se 

mencioné anteriormente se deben producir variantes enzimaticas en este proceso, por lo que a 

continuacién se presenta ta ciasificaci6n de tas formas enzimaticas multiples (variantes) segtn la 

Comision de Nomenclatura Bioquimica (CBN) y posteriormente la nomenclatura de Jas variantes 

enzimaticas correlacionadas con la adaptacién a la temperatura. 

La Uni6n Internacional de Bioquimica y un subcomité ad hoc (IUPAC-IUB, CBN, 1978), 

Propusieron una serie de recomendaciones para definir a cada una de las formas enzimaticas multiples 

que catalizan esencialmente la misma reaccién, y que pueden diferir o variar en diferentes maneras que 

se presentan en la siguiente tabla. 
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TABLA 7. FORMAS MULTIPLES DE ENZIMAS 

  

  

Grupo Razén de la multiplicidad Ejemplo 

1 Proteinas genéticamente independientes Malatodeshidrogenasa en mitocondrias y 

citoplasma 

2 Heteropolimeros (hibridos) de dos o mas Formas hibridas de la lfactato - 

cadenas de polipéptidos, uniones no covalentes deshidrogenasa 

Variantes alélicas (aleloenzimas) Glucosa - 6 - fosfatasas en hombre 

Proteinas o derivadas 

a.- Proteinas conjugadas con otros grupos Fosforilasa b, glucogeno sintetasa a 

b.- Proteinas derivadas de una sola cadena de Familia de quimotripsinas derivadas del 

polipéptidos quimotripsinégeno 

5 Polimeros de una sola subunidad Glutamato deshidrogenasa de peso 

molecular 1,000,000 y 250,000 

6 Diferentes formas conformacionales En modificaciones alostéricas de las 

enzimas 

  

De acuerdo a la definicién original que se hizo unicamente con un sentido operacional, a todas 

estas formas multiples se les debe llamar isoenzimas o isozimas. Sin embargo, muchos bioquimicos 

sienten que el término isoenzimas deberia estar restringido a aquellas formas de contro! génico de la 

estructura primaria de la proteina. Estas diferencias genéticas en la estructura primaria son la razon de la 

multiplicidad en ios grupos 1 a 3, pero no en tos grupos 4 a 6. De hecho Ios investigadores que trabajan 

con formas conjugadas o enzimas derivadas no utilizan el termino isoenzima para la caracterizacion de 

formas multipies. 

Al nombrar a las isoenzimas, el nombre corriente de la enzima (sistematico 0 comun) se debe 

utilizar seguido de un numero. Los numeros deben ser consecutivos, preferentemente basados en la 

movilidad electroforética bajo condiciones definidas, con los numeros mas bajos para la maxima 

movilidad hacia el 4nodo. Cuando se dan patrones complejos de las isoenzimas, con grandes grupos, 

cada uno compuesto por diferentes zonas electroforéticas, !os numeros se pueden usar para designar a 

los grupos, con letras en subindices que sefialen la subzona individual (19.15, 1¢; 24.25, etc). 

La generacién de multiples formas enzimaticas genética o epigenéticamente representan 

simplemente 2 diferentes mecanismos biolégicos por los que tos organismos se adaptan a la necesidad 

de una muttiplicidad molecular. 
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3.3 Modificaciones Genéticas. Variantes Enzimaticas. 

Las variantes enzimaticas han sido estudiadas ampliamente. En particular George N Somero 

(1995) y colaboradores, se han basado en las interacciones de temperaturas-proteina relacionadas con 

el efecto de fa temperatura en tasas cataliticas, aclimatacién de las actividades enzimaticas para 

compensar los cambios en temperaturas y las diferencias interespecificas en la estabilidad térmica de las 

proteinas (Hazel y Prosser 1974; Hochahcka y Somero 1984). Se han basado particularmente en dos 

temas: a) variaciones adaptativas en propiedades estructurales y cinéticas entre proteinas homdlogas y 

b) efectos de la temperatura en expresién de proteinas. 

Para una mejor explicacion de fos términos propuestos por Somero y col. Se expondran primero 

las relaciones evolutivas de diferentes proteinas. 

A las proteinas de diferentes organismos que realizan ta misma funcion se les liama homodlogas, 

frecuentemente muestran similitudes en sus secuencias de aa, cuando estas similitudes son 

estadisticamente significativas indican la homologia de éstas proteinas. De acuerdo con Nolan y 

Margoliash, la homologla se define de !a siguiente manera: Homdlogo de acuerdo a su uso bioldgico, 

implicara que los genes que codifican a las cadenas de polipéptidos consideradas, en todas las especies 

que contienen a esas proteinas, tuvieron en un tiempo al gen ancestral comtin y han evolucionado de 

manera independiente desde su divergencia original (De Haén y Neurath, 1976). 

El hecho que los arboles filogenéticos construidos de datos de secuencias estan en total acuerdo 

con evidencias fisiolégicas, paleontolégicas y embrioldgicas justifica el uso del término “homologia” como 

se definié. La similitud estadisticamente significativa de secuencias, es un fuerte argumento para la 

homologia, pero no es una prueba, por lo que se ha sugerido que fa mejor evidencia para homologia 

entre dos famitias de proteinas, se obtiene a través de la reconstruccién de secuencias ancestrales de 

dos secuencias de famitias contemporéneas. Si dos familias de proteinas son verdaderamente 

homotlogas, fos ancestros deberan estar mas relacionados que los contemporaneos. Si por el contrario, la 

similitud de las secuencias se debe a restricciones comunes del doblamiento de proteinas, tos ancestros 

no deberan estar relacionados de manera cercana y entonces se trata de evolucién convergente o 

paralela . 

Las proteinas homélogas que se dan en el mismo organismo se dice que tienen una refacién 

paraloga, mientras que aquellas que ocurren en diferentes organismos presentan una relacién ortéloga. 

Las relaciones ortélogas deberan ser reservadas a las proteinas cuyo punto de divergencia coincide con 

las especies correspondientes. Las relaciones entre las protefnas cuyo punto de divergencia no coincide 

con las especies de origen (esto es, el gen se localiza en un locus diferente), se les llama metalogas 

(De Haén y Neurath, 1976). 

En base a lo anterior Somero y col han acufiado tres nuevos nombres para identificar a las 

variantes enzimaticas relacionadas con la temperatura: 
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3.3.1) Homdlogos ortélogos que son variantes interespecificas o interpoblacionales de una proteina 

codificada por un gen comun. Estas variantes exhiben diferencias en sus propiedades, tales como 

constantes cinéticas de Michaelis-Menten (Km) y de intervalo catalitico (Kcat), ambas son dependientes 

de la temperatura. La estabilidad térmica esta correlacionada positivamente con ta adaptacién a la 

temperatura, el balance entre fuerzas desestabilizadoras y estabilizadoras se ajusta de manera precisa y 

tegularmente durante la evolucién en diferentes temperaturas, de tal forma que, en temperaturas 

fisiolégicas, las proteinas homdlogas en diferentes especies adaptadas retienen estabilidades 

estructurales similares. Estudios recientes utilizando técnicas de ingenieria genética han mostrado que la 

estabilidad térmica en las proteinas se puede aumentar al introducir cambios extremadamente pequefios 

0 “puntuales” en la secuencia de aminoacidos (Imanaka et a/, 1986; Matthews, 1987, 1993). Los estudios 

de secuenciacién de homdlogos ortélogos que difieren en estabilidad térmica han llegado a la misma 

conclusién. Por ejemplo, Nishiyama et af, 1986 mostré que en la malato dehidrogenasa de una bacteria 

Thermus flavus, un cambio causado por una sola sustitucién en aminoacidos resulta en la alteracién de 

la estabilidad térmica y en las constantes de Michaelis - Menten para sustrato y cofactor y en el intervato 

de las constantes cataliticas. 

EI sitio en el que ocurren estas modificaciones en tas proteinas homdlogas es generalmente 

distante del sitio de unién o catalitico. Estas modificaciones en la estructura primaria en la proteina 

determinan cambios conformacionales cerca del sitio de unién que parecen contribuir al gasto energético 

de la funcién enzimatica. Powers et a/, 1993, mostraron que las diferencias en la estabilidad térmica de 

las aleloenzimas para B4-LDH se podria lograr por una sola sustitucién de aa en el sitio de contacto 

(posicién 185). Cuando un residuo de serina se reemplaza por una alanina, ocurre una reduccién térmica 

significativa. La carga neta en {a estructura fue solo por la adicién (serina) 0 por la delecién (alanina) de 

un solo grupo hidroxito. 

Estudios de ingenieria genética también han mostrado que la estabilidad térmica y las 

propiedades cinéticas se pueden modificar por cambios menores en la secuencia. Wilkinson et a/, 1984 

redujeron 100 veces la Km de ATP de Ia tirosil - tRNA sintetasa, a través de la sustitucién de un solo 

aminoacido. Matthews et al, 1987, 1993, han mostrado que el remplazar residuos de glicina con residuos 

de alanina es un mecanismo especialmente efectivo para aumentar la estabilidad térmica. 

Para homédlogos ortélogos de especies adaptadas a diferentes temperaturas la respuesta de la 

Km vs temperatura difiere en forma que refleja la temperatura corporal absoluta y el intervalo de 

temperaturas corporales que ia especie normalmente enfrenta. En esta forma y como reflejo de la 

temperatura corporal absoluta, los valores de Km para la enzima piruvato A4LDH (muscular), varian con 

las especies. Asi, los valores de Km para enzimas de animales adaptados a temperaturas cdlidas son 

Mmenores en comparacién con los de temperaturas frias. En barracudas (géneros Shyraena), diferencias 

de solo 3 - 8 °C, son suficientes para que las enzimas A4LDH exhiban propiedades (Km, Kcat yenia 

estabilidad térmica) diferentes (Graves y Somero, 1982, Graves et al, 1984). 
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La comparacién de los homédlogos ortélogos de diferentes taxa muestran que las respuestas 

térmica de las enzimas se deben a Ja historia evolutiva de la especie y no a la filogenia por si misma. 

Como resultado de estas diferencias de compensacién del punto (set point) de inicio, los valores de Km 

temperatura - dependientes de los homélogos ortélogos son similares en diferentes especies adaptadas 

a su temperatura corporal normal, por ejemplo ta ASLDH de un pez (G. seta) ambientado a altas 

temperaturas (del desierto de Baja California), tiene propiedades cinéticas similares a su homélogo en 

una lagartija del desierto (Dipsosaurus dorsalis), cuya temperatura corporal es similar al pez de cuerpos 

de agua del desierto. 

Recientemente, se compararon las secuencias de aa de homélogos ortélogos para ta A4-LDH en 

dos poblaciones de peces (G. mirabilis y C. nicholsi), encontrandose que existen diferencias en 5 

nucledétidos entre las especies, lo que explica la diferencias en la estabilidad térmica. En una misma 

especie aclimatada en diferentes temperaturas, se observé la misma secuencia de aa, sin embargo, 

estas enzimas presentan diferentes estabilidades térmicas y constantes cinéticas, y concluyen que estas 

diferencias se deben a distintas conformaciones terciarias en estas proteinas (Fields y Somero, 1997). 

3.3.1.2) Ortélogas alélicas que son las aleloenzimas. Las especies que habitan en un amplio intervalo 

de temperaturas, por ejemplo a lo largo de gradientes térmicos latitudinales o altitudinales, poseen 

variantes enzimaticas (aleloenzimas) que exhiben diferencias en sus estabilidades térmicas y en sus 

propiedades cinéticas. La aparicion de estas aletoenzimas se ha comprobado en una gran cantidad de 

enzimas de teledsteos por ejemplo las esterasas (Koehn, 1969), LDHs (Meritt, 1972), FFK (o 

fosfogiucosa isomerasa) (Watt, 1977), MDHs (Hines et a/, 1983). 

Para alcanzar los niveles adecuados en la actividad catalitica a diferentes temperaturas puede 

incluir ajustes en concentraciones enzimaticas, especialmente durante ta aclimatacién o en ta 

ambientacién. Las enzimas de ectotermos por lo general exhiben actividades aumentadas durante la 

aclimatacion a bajas temperaturas, aunque los patrones difieren entre las enzimas y en las especies 

(Hazel y Prosser, 1974; Cossins y Bowler, 1987). El sistema, en e! que la base del mecanismo para el 

aumento en los niveles de las enzimas de organismos adaptados al frio se comprende mejor al estudiar 

el sistema de aleloenzimas de LDH - B en !os peces euritérmicos Fundulus heteroclitus (Crawford et al 

1989 a y b). En una poblacién de una misma especie adaptada al frio y al calor, presentan una variante 

aleloenzimatica dominante, que es la adecuada para asegurar una dptima actividad catalitica. El caso 

mas claro ha sido estudiado por Powers et al 1986, 1993, en poblaciones separadas latitudinalmente de 

los peces euritérmicos Fundulus heteroclitus. La isoenzima tipo B de LDH del corazén fue examinada en 

poblaciones de Fundulus que habitan en diferentes ambientes de ta costa de US de Maine a Florida. Se 

encontraron dos aleloenzimas de LDH-B fa LDH-B* y LDH-B° 

EI gen b es dominante para poblaciones del norte pero es progresivamente reemplazada por el 

gen a en un gradiente de norte a sur (en esta region de costas un aumento en 1°C en temperaturas 
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promedio dei agua ocurre por cada cambio en grado de latitud). Las caracteristicas cinéticas de la 

isoenzima purificada B4-LOH difiere en un patron que refleja un gradiente de temperaturas en los habitats 

de los peces. Usando la proporcién Keat/Km (medida de la tasa catalitica bajo condiciones de sustrato 

fisiol6gicas). Place y Powers, (1979) encontraron que la aleloenzima b tiene una tasa superior a 10°C 

que la aleloenzima a, mientras que ésta ultima tiene una alta tasa catalitico sobre los 25°. El valor 

Keat/Km se mantiene a 20°C para la aleloenzima b “fria” y cerca de 30°C para la aleloenzima a “caliente. 

Poblaciones nérdicas (Maine) de estas especies tienen valores significativamente mayores de 

LDH- B, en comparacion con las poblaciones adaptadas al calor (Georgia). Los niveles mayores de LDH 

- B se correlacionan con tos mayores niveles de mRNA para esta proteina. Los niveles mayores de 

mRNA, a su vez, parecen ser consecuencia de la mayor transcripcién de! gen Idh-b en las poblaciones 

nérdicas. La mayor transcripcién no se observé en todos los genes. Ni la sintesis del mRNA total, ni la 

sintesis de mensajeros de actina y tubulina difirié entre las poblaciones. Las diferencias estables de LDH- 

B de las poblaciones del norte y sur de Fundulus contribuyen mas a una compensacion de la actividad 

LDH en respuesta a la temperatura de aclimatacién, sugieren que tos elementos de regulacién de 

transcripcién se encuentran modulados por condiciones ambientales y fisiolagicas (Crawford y Powers 

1992, Segal y Crawford, 1994). 

Las comparaciones entre las aleloenzimas necesitaran incluir mediciones de diferentes tipos 

como son: valores de Km, Keat, constantes de inhibicion, estabilidades, tasas de recambio en la célula y, 

para algunas proteinas, su potencial captacion celular, para su caracterizacién completa (Powers et al, 

1993). Posteriormente se analizaran la relacion la estructura y propiedades cinéticas a el desarrollo 

fisioldgico y la reproduccién en los sucesos. Pocos estudios estan comenzando este aspecto, por lo que 

es prematuro el llegar a conclusiones generates a cerca de la importancia a cerca de jas variantes 

aleloenzimaticas en aumentar ta euritérmicidad de las especies sobre un amplio intervalo térmico. 

3.3.2) Homélogos Pardlogos. Son dos o mas variantes de un tipo dado de enzimas que estan 

codificadas por loci multiples (isoenzimas pardlogas) y que difieren en su temperatura optima proveen de 

otro mecanismo para ampiiar el intervalo de funcién a temperaturas. 

Se han descubierto muchos ejemplos de este tipo de polimorfismo proteico. En el musculo de 

diferentes peces globo aclimatados se ha encontrado que la expresién de isoformas de la ATPasa- Ca 

® varia de acuerdo a la temperatura de aclimataci6n (Hwang et al 1990). También se mostraron 

isoformas de la cadena tigera de miosina varian con la aclimatacién de temperaturas en otro pez 

euritérmico, la carpa Cyprinus carpio. La temperatura de aclimatacién en la trucha arcoiris induce ta 

expresi6n de isoenzimas de acetilcolinesterasas en el cerebro, los efectos en la temperatura en la Km de 

acetilcolina difirid entre las dos iosoformas en una forma adaptativa (Baldwin y Hochachka, 1970). 

La forma citosdlica de la malato deshidrogenasa (cMDH) en peces teledsteos se encuentra 

codificada por dos loci génicos (Schwantes, 1982 a,b). Un homélogo pardlogo es mas térmicamente 
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estable que el otro y tiene un set point mas bajo para la Km de NADH (Somero 1995). En el pez globo 

euritérmico Gillichthys mirabilis, el intervalo de expresién de las isoformas de cMDH estables o labiles al 

calor, varia de forma estacional en peces naturalmente ambientados. El cambio en el intervalo de las 

isoenzimas afecta a la conservacién de la Km de NADH en el amplio intervalo de temperaturas que esta 

especie experimenta. Las diferencias en el intervalo térmico de expresién de isoenzimas de cMDH 

también existe en especies diferentemente adaptadas. 

Estos ejemplos ilustran que los homdlogos pardlogos cuya expresién se correlaciona con, y 

quizas se regula con la temperatura ambiental, puede jugar papeles en la adaptacién térmica. Sin 

embargo para la mayoria de las especies estudiadas formas multiples de homdlogas paralogas con 

diferentes sensibilidades térmicas no se han detectado. Para muchas isoenzimas paralogas generadas 

ya sea por una duplicacién en cadena (cascada) de tos genes o poliploidia (como en especies 

tetraploides en peces y reptiles), las variaciones adaptativas parecen unidas a los requerimientos 

funcionales tejido - especificos mas que a una adaptacion a las temperaturas (Tyurin et af 1979, Somero 

et al 1991). 

3.4 Modificaciones No Genéticas o Epigenéticas 

Recientemente se ha iniciado un nuevo campo de investigacién de variaciones enzimaticas no 

genéticas, donde se estudian los multiples factores que pueden alterar el fenotipo proteico encontrado, 

estos factores son: temperatura, pH, fotoperiodo, dieta y efectos relacionados con el sexo y temporada 

de reproducci6on (Poly, 1997). 

Con respecto a la temperatura se han estudiado las alteraciones cualitativas y cuantitativas en 

las enzimas. Dentro de las alteraciones cualitativas, un ejemplo muy claro es el estudio de 

acetilcolinesterasas (AChE) purificadas de extractos cerebrales de truchas arcoiris aclimatadas a tres 

temperaturas (2, 12 y 17°C), al realizar ensayos de electroforesis zona! (obteniendo zymogramas), se 

observaron dos enzimas una “fria” a 2°C y una “caliente” a 17°C, y con 12°C se presentaron dos bandas. 

Explicaron to anterior proponiendo que se trataba de isoenzimas con caracteristicas cinéticas diferentes 

(Baldwin y Hochachka, 1970), sin embargo, en estudios posteriores se vio que todos los animales solo 

poseen un gen de esta enzima y que esta puede sufrir modificaciones postraduccionales. En el caso de 

la aclimataci6n, los cambios térmicos observados en esta enzima, son debidos a alteraciones en la 

estructura de los lipidos 0 a ancias de fosfatidilinosito! glucosiladas (Low MG, 1989). Por otro lado, ya 

que las truchas son tetraploides y expresan muchos Ioci duplicados, es aceptable ta suposicién que 

presentan dos diferentes genes, actualmente se estén estudiando los posibles mecanismos (como 

modificaciones proteoliticas o por dcido sidlico) que expliquen la aparicién de las variantes frias y 

calientes. Las variaciones en la Km de variantes frias y callentes de AChE, se debieron a el pH utilizado 

en el ensayo. 
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De la misma manera diferencias en la Km en diferentes enzimas, se ha mostrado que se deben 

a modificaciones post-traduccionales, concentraciones enzimaticas y a pH y temperatura de ensayo, por 

lo que unicamente las diferencias en la Km, no se debe tomar como prueba de la existencia de 

isoenzimas (Poly, 1997). Sin embargo, fas variantes enzimaticas generadas variaciones genéticas, se 

han demostrado en diferentes estudios, dentro de sus caracteristicas se encuentran las diferencias 

cinéticas (Place y Powers, 1979, Crawford, 1992, Powers et al 1993, Somero 1995, Fields y Somero, 

1997). 

3.5 Lipidos y Temperatura 

Anteriormente se menciond que los lipidos también tienen influencia en la respuesta de un 

organismo a la temperatura, esta influencia involucra adaptaciones tanto a corto tiempo (inmediatas 

como pueden ser a lo largo de un dia), como las de largo tiempo (aclimatacion), por lo que a continuacion 

se revisan algunos aspectos de estos cambios y que influencia tienen en los ectotermos. 

Dentro de los cambios inmediatos, se sabe que la temperatura ejerce un influencia modificadora 

en la conformacién de las cadenas de acidos grasos de tos fosfolipidos, por lo que determina: 1) E! 

estado de fase, 2) La proporcién de! movimiento molecular, y 3) El orden molecular de los lfpidos en las 

membranas (arreglo del empacamiento) (Hazel, 1993). 

Para que se puedan dar las interacciones temperatura-proteina en la membrana debe existir un 

estado semiestable, por lo que los lipidos deben tener la capacidad de corregir la forma o el estado de 

ensamblaje para que se de Ia catdlisis y la regulacién. En un sistema de membranas, muchos lipidos se 

encuentran en un estado liquido-cristalino que da una extremada fluidez, o en el extremo opuesto el gel- 

cristalino, que da rigidez a la membrana (Hazel, 1993, 1995). 

La fluidez de una membrana se encuentra determinada por variables fisicas como la temperatura 

y la presion hidrostatica, y las quimicas como son el tipo de los acidos grasos, los cuales varian en su 

temperatura de ruptura de acuerdo al largo de la cadena y a los dobles enlaces. Los mas cortos son mas 

liquidos y la adicion de dobles enlaces disminuye su temperatura en la que se rompen, el kink o 

tetorcimiento de las cadenas de acidos grasos introducen un doble enlace en fa posicién cis, que evita 

que en las cadenas se de una alineacién y reducen la energia de estabilizacién, que se generan por las 

fuerzas de Van der Waals, dando como resultado que se encuentren con una fluidez relativa. En una fase 

desordenada liquido-cristalina, conforme la temperatura baja un estado cristalino o fase gel se forma 

conforme las cadenas se empaquetan fuertemente en una conformacién altamente ordenada llamada 

“todo trans”. Un calentamiento por encima del intervalo fisiolsgicamente normal, algunos lipidos asumen 

estructuras no bilaterales como fases cubicas y hexagonales, resultando en un pérdida de la integridad 
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de la membrana. La fluidez de membrana también se ve afectada por el contenido de colesterol y por el 

microambiente ionico ofrecido por ta solucién que lo bafia (White y Somero, 1982; Hazel, 1993, 1995). 

La conservacién de un estado de viscosidad determinado en la membrana es critico para que se 

realicen una gran cantidad de funciones basadas en la membrana. Cuando desciende la temperatura, el 

organismo puede incorporar altas concentraciones de lipidos no saturados, el resultado de aumentar el 

contenido de dobles enlaces, es, disminuir la temperatura de transicién donde fa transformacion gel- 

fluido se lleva a cabo. Por ejempio, en membranas mitocondriales de higado de carpas aclimatadas a 

diferentes temperaturas, se observé que Ja temperatura ambiental se correlaciona de manera inversa ata 

insaturaci6n de los Iipidos. Asi, la composicién de los fipidos y la fluidez en la membrana varian de 

manera conjunta, de esta manera, observaron que las temperaturas bajas favorecen la familia n-6 (Ac. 

tinoleico) a costa de la familia n-3 (Ac. linolénico) y que en las mitocondrias actimatadas al frio habia un 

aumento en la proporci6n de acidos grasos mono-insaturados en ia fosfatidilcolina y ta 

fosfatidiletanolamina. La proporcién molar del colestero! a fosfolipidos en la mitocondria se disminuyo 

alrededor de 3% con bajas temperaturas. La importancia del cambio de tas concentraciones de colestero! 

es que altera las propiedades de los fosfolipidos en las membranas, como son las permeabilidades y 

actividades de enzimas ligadas a tas membranas. Al disminuir el colesterol con bajas temperaturas 

aumenta la proporcién de los fosfolipidos accesibles al contro! de la fluidez de la membrana en la 

insaturacién de las cadenas (Wodke, 1978, Teichert y Wodtke, 1992). 

La reguiacion de la viscosidad (homeoviscosidad) de membranas al cambiar la composicion de 

los acidos grasos de los lipidos polares, involucra varios eventos de regulacién de la sintesis de acidos 

grasos y la incorporacién subsecuente a los lipidos polares. Diferentes especies exhiben mecanismos de 

regulacién variados: 1) Control del numero de dobles enlaces en los acidos grasos, 2) Regulacién det tipo 

de acidos grasos afiadidos durante fa sintesis de fosfolipidos y 3) Activacién o desactivactén de enzimas 

responsables de la insaturacién. Este ultimo esta regulado rapidamente para modular el regimen térmico, 

y es el tipo de regulacién que ilustra como el efecto directo en las enzimas puede llevar a cambios 

importantes de regulacién. 

Los cambios observados en la composicién de fosfoglicéridos de membrana durante ta 

aclimatacion térmica, proveen de informacién tanto de los tiempos requeridos por las especies 

ectotérmicas para ajustarse al nuevo régimen térmico, como de los papeles clave de jos componentes 

de bajo peso molecular relativo en establecer las propiedades de las enzimas con diferentes pesos 

moleculares. Es mas, los cambios observados en la composicién de las membranas lipidicas, se 

correlacionan significativamente con los cambios de comportamiento y neurofisiolégicos en el 

organismo, por lo que las adaptaciones lipidicas a la temperatura, juegan papeles criticos en la 

sobrevivencia de los organismos (White y Somero 1982). 
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Se han estudiado las consecuencias bioquimicas y biofisicas al cambiar el microambiente 

lipidico donde las proteinas de membrana se localizan. Se sabe que las alteraciones en !a saturacién de 

los fosfoglicéridos afectan la cantidad de las funciones enzimaticas, asi, el decremento de la saturacién 

Provoca actividades enzimaticas especificas mayores. Por ejemplo, se analizo la composicién de los 

acidos grasos (colina, etanolamina y serina/inositol) de sinaptosomas cerebrales de peces dorados 

aclimatados a diferentes temperaturas, se observé que el decremento en la saturacion {aumento en el 

contenido de dobles enlaces) genera lipidos mas fluidos, que contribuyen a ta respuesta de la 

homeoviscosidad. Ademas refleja que los mecanismos de adaptacién en fa homeoviscosidad, son 

caracteristicos de la adaptacién evolutiva y de aclimataciones a corto tiempo (de un laboratorio) 

utilizando diferentes temperaturas (Cossins and Prosser, 1978). En tiempos cortos el pez dorado sufrié 

cambios en la conducta, con cambios concomitantes en !a composicién de los fosfoglicéridos de los 

sinaptosomas cerebrales. La aclimatacién al frio ocurrié mas lentamente que la aclimatacion al calor, to 

que sugiere que la reestructuracién lipidica responsable de la homeoviscosidad, esta basada en un 

mecanismo metabolico activo con una dependencia significativa con la temperatura. 

La adaptacion de la homeoviscosidad y ta aclimatacién etolégica se realizan en periodos de 

tiempo mayores a los cambios térmicos experimentados por algunos ectotermos en un dia. Los tiempos 

en los que se sabe ocurren el maximo de cambios en los Hpidos y en el comportamiento son: para una 

temperatura constante de 1 a 2 semanas, para cambios a temperaturas menores (“frias”) 0 mayores 

(“calientes”) son de 3 a 5 semanas (White y Somero, 1982). 

3.6 Lipidos y Hormonas Tiroideas 

La temperatura no es el Unico factor por el que los lipidos se ven modificados, sino que el estado 

tiroideo también los modifica. A continuacién se menciona el papel que juegan jas HTs en la sintesis y 

regulacién de los lipidos. 

Las hormonas tiroideas juegan un papel muy importante en la regulacién del numero y tipo de 

lipides en los vertebrados, asi se sabe que en los mamiferos difiere sustancialmente el tipo de lipido 

generado de acuerdo al estado tiroideo, asi como altera e! area relativa de tas crestas mitocondriales y 

es uno de los reguladores de la sintesis de novo de acidos grasos y colestero! (en el hipotiroidismo se 

disminuyen y en el hipertiroidismo se incrementan). Como se mencion6 en la seccién 1.6, las HTs actuan 

en los receptores nucleares para expresar enzimas lipogénicas sucesivas y tal vez sus modificadores, 

resultando cambios en la composicién de Jos lipides de membrana, por ejemplo, la composicién de tos 

lipidos de membranas plasmaticas de hepatocitos purificados (y de eritrocitos) de rata, es muy diferente 

en las membranas dependientes de HTs (RER, mitocondria y nicleo). El indice de insaturacién de los 

fosfolipidos de la membrana plasmatica del hepatocito es de 70 a 130, en comparacién con 190 de las 
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membranas de los organelos y 215 en el sarcolema de corazén, por !o que es posible que las diferentes 

membranas, respondan de distinta manera a Ja estimulacién de las HTs. E! estado tiroideo o los tipidos 

de la dieta, afectan en general, las propiedades fisicas de la membrana plasmatica y las actividades de 

las enzimas y transportadores, consistentemente con la mediacién que se da a través de los cambios 

lipidos, que a su vez, modifican el mecanismo de varios de receptores (Hoch FL, 1988). 

En ratas tirotoxicas, las membranas plasmaticas del higado se encuentran anormalmente tigidas 

y ordenadas y pierden su reactividad a la insulina 0 al glucagon afiadido. Las membranas plasmaticas de 

ratas hipotiroideas son normalmente ordenadas pero con !a adicién de T3 in vivo, aumenta su rigidez. En 

ratas hipertiroideas se observa una disminucién de la insaturacién de los Acidos grasos. En ratas 

eutiroideas tratadas con HTs provocan aumento en la insaturacién en las membranas de los organelos 

(Hoch FL, 1988). 
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IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El estudio de la fisiologia tiroidea en reptiles, se encuentra sumamente restringido. Se han 

cuantificado las concentraciones circulantes de tas hormonas con actividad bioldgica, y hasta donde 

sabemos no se han cuantificado tos de rT3. Las concentraciones reportadas de T3 y T4 varian 

considerablemente, lo cual en gran parte obedece a la técnica utilizada (RIAs homédlogos o heterdlogos, 

con estuches comerciales 0 desarrollados en un taboratorio), asi como al organismo estudiado. Se sabe 

que, en general, las concentraciones de T3 en reptites de Squamata dependen de la estacién, siendo 

significativamente mas altas en primavera y verano (Kar y Chandola-Saklain 1985a, John-Alder 1984a). 

En la TABLA 8 se presentan los valores reportados para ambas hormonas en la misma especie. 

TABLA 8 NIVELES CIRCULANTES DE HTS EN LAGARTIJAS 

  

  

Especie T4 (ng/ml) T3 (ng/ml) Cita 

Sceloporus undulatus 9942.0 2.4413 John-Ailder, 1991 

Calotes versicolor 0.25-5 0- 1.76 Kar y Chandola-Saklani, 19854 

Dipsosaurus dorsalis 10.11 + 1.04 3.55 + 0.48 John-Alder, 1984a 

Sceloporus occidentalis 3.285-20 £0.72 0.8 - 1.0 John Alder, 1990 
  

ACTIVIDAD DESYODATIVA EN REPTILES 

Los estudios de !a desyodacién en reptiles son sumamente escasos. Los primeros andlisis para 

tratar de identificar la actividad desyodativa se realizaron en higado y rifén de tres reptiles: Tortugas, 

Gecko y Serpientes. En estos estudios se cuantificd fa liberacién de ‘751 utilizando como sustrato ‘2° |-MIT 

(Chiu y Wong, 1975, 1984). En serpientes no encontraron actividad, en el lacértido (Gecko) encontraron 

ta misma actividad en higado y rifién y esta fue 4 veces mayor que la encontrada en el higado de 

tortugas. Posteriormente, este mismo grupo reporté la presencia de compuestos yodados cuantificando 

en higado y rifién los residuos MIT, en 13 especies de vertebrados, incluyendo 2 teledsteos, 2 anfibios, 8 

reptiles (tortugas, lagartijas y serpientes) y 1 ave (Chiu y Wong, 1977). 

Solo hay un reporte de la conversién y degradacién de T4 in vivo, en el cual aunque no 

cuantifican la actividad desyodativa, demuestran claramente la desyodaci6n periférica al cuantificar los 

niveles de hormonas (Kar y Chandola-Saklani, 1985b). Posteriormente, en una comunicacién corta en un 

congreso, se reporté por primera vez, la presencia de actividad 5’D total en el higado de Sceloporus 
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occidentalis. En éste resumen mencionan que la actividad hepatica es igual a la de la codorniz (Joos y 

John Alder, 1989). Mas adelante, en otro congreso (Darras et a/, 1994) se reportan las actividades ORD e 

IRD en diferentes clases de vertebrados. En este trabajo se menciona que el reptil Agama presenta “una 

actividad rT3-ORD sumamente aita”. 

Solo conocemos un reporte en el que se realiz6 la caracterizacién cinética parcial de la actividad 

5'D de higado, rifién y pancreas de una serpiente Elaphe taenuria. Este estudio reporta que presenta 

caracteristicas similares a la desyodasa tipo | de mamiferos y que la actividad enzimatica varia con al 

estado tiroideo, ya sea hipo o hipertiroideo (Wong CC et a/ 1993). 

V_ HIPOTESIS 

Dado que tos ectotermos presentan formas/variantes enzimaticas que les permiten adaptarse a 

diferentes temperaturas, en la presente tesis proponemos que las desyodasas en los reptiles presentan 

formas termo-dependientes. 

VI OBJETIVOS 

Por todo lo anterior, asi como por los hallazgos en trabajos anteriores (Fenton et af 1997), la 

presente tesis se disefio para alcanzar los siguientes objetivos: 

1) Caracterizar y cuantificar ta actividad de la desyodasa DI en higado de una lagartija endémica 

(Sceloporus grammicus) . 

2) Determinar !a termodependencia in vitro e in vivo. En el primer caso (in vitro) se realizaran las 

incubaciones del ensayo con diferentes temperaturas, que equivalen al intervalo de temperaturas que 

soporta esta especie. En el segundo caso (in vivo) se comprobara ta termodependencia bajo diferentes 

condiciones de aclimatacién, sometiendo a los animales a un régimen térmico por 2-3 semanas, 

sacrificandolos y analizando la actividad enzimatica. 
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Vil MATERIAL Y METODOS 

Material Bioldégico 

Se utilizaron lagartijas endémicas (machos y hembras adultas) Scefoporus grammicus 

microlepidotus de una localidad situada en Zoquiapan, Rio Frio, Estado de México. El clima de 

esta zona es semi-frio y corresponde al tipo (Cb’(w2) (w)) segin la clasificacibn de Koppen 

modificada por Garcia (1988). De acuerdo al Servicio Meteorolégico Nacional (1997), la temperatura 

anual presenta los siguientes valores promedio (n=25 + ES): Temperatura minima 1.35 + 0.07, 

temperatura media 9.78 + 0.03, temperatura maxima: 18.23 + 0.06 °C. En el curso de 1.5 ajfios, se 

realizaron 5 colectas: 2 durante el verano, 2 en el otofio y 1 en el invierno. La talla (cm) y peso (g) 

promedio de tos animales adultos fue la siguiente: Machos (n=30), longitud cuerpo: 4.9 + 0.56; cola: 

8.44 + 2.4; peso: 4.29 + 1.21. Hembras (n=60): cuerpo: 4.6 + 0.51; cola: 6.1 + 3.14; peso: 3.3 + 0.93. 

En las colectas, se reconocieron a los animales adultos por el tamario y por los caracteres sexuales 

secundarios (Cuellar O, Méndez de la Cruz F, en prensa). 

Los animales se mantuvieron en el laboratorio con una temperatura promedio en invierno de 

18 - 29 °C y en verano 29 - 34 °C. La dieta fue de ctenebrios o larvas de una palomilla 

suplementadas con vitaminas (TETRA Terrafauna Reptical). Antes del sacrificio, los animales se 

colocaron en el refrigerador por 5 min (anestesia por frio), y posteriormente se decapitaron. A todos 

se les extrajeron los siguientes érganos: higado, piel, cerebro, y en el caso de las hembras prefiadas 

también placentas y fetas. Todos los tejidos se guardaron a - 70°C hasta su andlisis posterior. 

Hormonas y Reactivos 

Las tironinas no marcadas: T4, T3 y rT3 (grado analitico), se obtuvieron de Henning Chemie 

& Pharmwerk (Berlin). Las hormonas marcadas con ‘| se adquirieron de New England Nuclear 
(Boston MA). La actividad especifica de éstas ultimas fue: T4: 400 uCi/ug, T3: 1500yCi/g y rT3: 

1220 yCilyg. 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, 

Procedimientos Analiticos 

Actividad Desyodativa 

Para cuantificar fas actividades enzimaticas se utilizaron las siguientes técnicas: 

1. Liberacién de Radioyodo (Leonard y Rosenberg, 1980).- Se hace una incubacién del 

sobrenadante del tejido (homogeneizado utilizando politrén), La mezcla de reaccién (volumen 

total 100y!) contiene al homogeneizado diluido, de manera que se tiene la concentracién éptima 

de proteina, La incubacién se lleva a cabo con aproximadamente 100,000 cpm de rT3 
purificada y una concentracién variable de rT3 fria (para alcanzar el fango ymolar en el que 
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trabaja la enzima), y cofactor (DTT). Se incuba por 1h, y la reaccién se detiene afladiendo 50 pl 

de una solucién denominada “stopper” (contiene 50% de BSA y 10 mmol/L de PTU), 

inmediatamente se le ahade 350 ul de TCA. Posteriormente se centrifuga (3000 rpm X 10 min), y 

el sobrenadante se decanta en una columna de Dowex 50X2 equilibrada con acido aceético 

(10%). El producto de la desyodacidn (‘*I-) se eluye con 2 ml de acido acético (10%) y se 

cuantifica utilizando un espectrometro de rayos gamma. Los resultados se expresan como pmo! 

de I liberado/ mg proteina/h. La concentracién de proteinas se cuantifico utilizando el método de 

Bradford (1976). 

2. Cromatografias descendentes en papel (Bellabarba, 1968). Se hace una incubacién con el 

sobrenadante de! tejido a analizar, de la siguiente mezcla: Hormona marcada (T3" o T4”) 

purificada, hormona fria y cofactor DTT (mmol/L). Se incuba por 3 h y se detiene ta reaccién 

utilizando 200 wl de etanol. Los productos de fa reaccién se identificaron mediante la 

cromatografia, con un sistema de corrido de: Alcohol ter amilico: amoniaco 2N: Hexano 5:6:1. Se 

toman 100 yl del sobrenadante de !a incubacion + 50 ul de ta siguiente mezcla del estandares - 

acarreadores (K!, 100mg/25 mi, Ts, 50 mg/25 ml; T3, 50 mg/25 mi; rT3, 25 mg/25 mi; T2 (3,5 y 

3,3’) 25 mg/ml), Se aplica a tiras de papel Whatman # 3 (#MM) y se dejan correr entre 15 y 22 h. 

Las tiras se revelan utilizando 1% de cloruro de paladio (PdCl2) - para el yoduro- y 2% de 

aminotipirina en 2% de carbonato de sodio y luego con 2% de ferricianuro de potasio 

(K3Fe(CN)s) -para las yodotironinas-. Posteriormente se cortan, se cuentan y se calcula la 

actividad enzimatica que se expresa como porcentajes, y la actividad especifica como ng 

(hormona generada)/ mg proteina/h o pmol (hormona generada)/ mg prot/h. 

Ambas técnicas fueron estandarizadas previamente en el laboratorio (Valverde-R et al, 

1993, Fenton ef al, 1997), la utilizacién de homogeneizados, asi como la identificacién y 

caracterizacién de las enzimas corresponden a los parametros reportados en !a literatura (Leonard y 

Visser, 1986). 

Caracterizacién de Parametros Operacionales de la Actividad 5’DI 

Se analizaron los siguientes parametros: Concentracién de Proteinas (0.01-0.6 mg/ml), 

Tiempo de Incubacién (0.5, 1, 2 y 3h); pH (5.0 a 9.0 utilizando un intervalo de 0.5); Concentraciones 

de Cofactor (DTT) (0.3, 0.6, 1.5, 2.5, 5, 7.5, 10 y 15 mmol/L); Temperatura (0, 4, 15, 20, 29, 37, 42 y 

50°C); Sensibilidad a Inhibidores PTU (0.5, 1, 2 y 5 mmol/L) y GTG (1, 10, 50, 100, 500 y 1000 

nmol/L). Homogenados de higado de ratas macho (Wistar 300g) se valoraron en paralelo (como 

control). 
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Actividad 5’DI- Caracterizacién Cinética 

Concentracién de sustrato (rT3) para las constantes aparentes (0.02 - 16 mol/L) y para las 

constantes verdaderas (0.005 - 2 mol/L). 

Experimentos de Aclimatacién 

Estos ensayos se realizaron en la UAM Iztapalapa en el laboratorio del Dr. Carlos Romero 

R. Se colocaron grupos de 10 animales (6 machos y 4 hembras prefiadas) correspondientes a la 

colecta de otofio de! “96, en cajas con el sustrato de su habitat (troncos y tierra). En las cajas, se 

colocaron termometros que registran el intervalo minimo y maximo de temperaturas y humedad. Asi, 

los animales se aclimataron a dos diferentes condiciones ambientales: Frio de 15 - 19 °C y Calor de 

32-37°C. Todos los animales se alimentaron con farvas de sophobas cada 3 dias, periodo en el cual 

se expusieron al sol por 30-45 min. El periodo de aclimatacién abarcé en todos los casos un total de 

26 dias y al término de éste tiempo se sacrificaron y colectaron los siguientes érganos: Higado, pie}, 

cerebro, gonadas, placentas y fetos asi como sangre (de cada grupo, por sexos). 

Anilisis Estadistico 

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores para cada uno de los 

parametros analizados. Con éste analisis se obtuvieron media, D.S. E.S y la fuente de varianza para 

los dos factores a estudiar, también se obtuvieron tas medias para el cuadrado para el error y los 

grados de libertad. A continuacién se realizaron comparaciones multiples utilizando pruebas de 

Tukey y Duncan al 5 y 1% entre los animales utilizados, esto es, entre los sexos de las lagartijas y 

comparaciones entre lagartijas y rata. Ademas, se realizaron comparaciones entre cada punto el 

parametro analizado para cada una de las especies, esto es, machos, hembras y hembras 

prefiadas. En las tablas se utilizaron andlisis de Bonferroni, las diferencias de p<0.05 se 

consideraron significativas. 

Los resultados de cada parametro analizado representa la media de 4 a 6 de ensayos 

independientes realizados por duplicado. En cada parametro se utilizaron tejidos provenientes de las 

diferentes colectas realizadas a lo largo de 1.5 afios. En cada colecta (grupo) el numero de animales 

fue de 6. Lo anterior se realizé para tener un mayor numero de grados de libertad, asi los resultados 

son representativos para fa poblacién de la especie analizada. 
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Vit RESULTADOS 

A continuacién se presentan los resultados de la caracterizacién de los parametros que se 

establecieron para cuantificar la actividad desyodativa en higado de lagartijas Sceloporus (machos, 

hembras y hembras prefiadas), y en ratas macho (Wistar), que se utilizaron como controles. 

Via ORD en higado de Lagartija 

Actividad 5°D-ll hepatica 

En la via de activacion como se menciona en la seccién 1.5.1, participan dos enzimas la 

5’DI y 5’DIl, con excepcién del higado de teledsteos, el resto de los vertebrados carecen de 

actividad tipo Dll, por lo que se desarrollaron ésta serie de ensayos con el objeto de evaluar si el 

higado de las lagartijas presenta la actividad tipo II. 

Se evalud la actividad de esta enzima en higados de lagartijas y como control positivo a 

corteza cerebral de embrién de polio (18 dias) y corteza cerebral de rata. Se cuantificéd la actividad 

utilizando radioyodo fiberado (FIGURA 6) y con cromatografias descendentes en papel (no se 

muestran los resultados). Los resultados mostraron que el higado de machos, hembras, hembras 

prefiadas y ratas no presentan actividad 5°D-ll, con ninguna de las técnicas utilizadas. Los 

resultados de los controles positivos son semejantes a los previamente reportados en la literatura 

(Kaplan y Shaw, 1984; Valverde-R et a/, 1993). 

Actividad 5’DI hepatica. Caracterizacién de Parametros Operacionales 

Efecto de la Concentraci6n de Proteinas 

Para una misma concentracién de proteina, la actividad 5’DI hepatica difiere entre lagartijas 

y ratas, siendo significativamente p< 0.01 mayor en las lagartijas (FIGURA 7). A partir de 250 ig, no 

existen diferencias significativas intraespecie, porque el sistema esta saturado. En base a estos 

resultados se decidié utilizar, en ambas especies, una concentracién de 15 a 20 yg/tubo de proteina 

en fos ensayos subsecuentes. 
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Concentracion de Sustrato 

Se utilizaron diferentes concentraciones de sustrato (rT3: 0.02 - 16 umol/L). En la TABLA 9 

se resumen las constantes aparentes de Michaelis-Menten para sustrato de machos, hembras, 

hembras prefiadas y ratas. Estas constantes se obtuvieron a partir de los interceptos resultantes de 

las graficas tipo Lineweaver-Burk que se muestran en la FIGURA 8 (panel inferior). En el caso de 

las tagartijas, los resultados muestran que existe un claro dimorfismo, siendo los machos los que 

presentan ta mayor actividad especifica. 

TABLA 9. CONSTANTES CINETICAS APARENTES DE MICHAELIS-MENTEN PARA rT3 EN HOMOGENADOS 

HEPATICOS DE LAGARTIJAS Y RATA. 

  

  

Especie Km Vmax Eficiencia Catalitica 

pmol/L pmol/mg proteina/min Vmax/Km 

S. grammicus Machos 0.57+0.20a 58.9+420.1a 103 a 

S. grammicus Hembras 0.63 + 0.18 a 2744776 43b 

S. grammicus Hembras 0.83 +0.30a 35.4£7.5b 42b 

prefiadas 

Rata 0.17 +0.04b 11.941.5¢ 70.83 ¢ 
  

Los resultados representan ia media + D.E. (n=6). Condiciones del ensayo Proteina: 10 - 20ug; 

sustrato (rT3): 0.02 a 16 mol/L; “rT3: 200 fmol; DTT 5 mmol/L, 1h a 20°C para lagartijas y 37°C para 

ratas. Las letras indican tas diferencias significativas (p<0.05) entre los sexos y entre los vertebrados 

utilizados. 

Concentraciones de cofactor 

En los dos tipos de vertebrados utilizados, se observa un tipico patron cinético de saturacién 

. hiperbdlico (Leonard y Visser, 1986). Utilizando concentraciones de cofactor entre 1.25 a 2.5 mmol/L 

la actividad enzimatica aumento significativamente (p<0.01) en ambas especies. Sin embargo, como 

se puede apreciar en la FIGURA 9, a partir de 2.5 hasta 10 mmol/L no se observé diferencia. Por 

otra parte, a partir de 2.5 mmol/L, existe una diferencia significativa p<0.01 entre lagartijas y ratas, y 

ademas entre machos y hembras. La concentracion que se decididé utilizar fue de Smmol/L, ya que 

con esta se encuentra saturado e! sistema y se pueden realizar comparaciones con los datos 

publicados en fa literatura. 
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FIGURA 6. AcTIViDAD TIPO 5’DIl EN HOMOGENADOS HEPATICOS. Los resultados represente la media 

+ D.E. de cuatro ensayos independientes realizados por duplicado. Las condiciones de ensayo 

fueron: '*|-Ta: 200 fmol, T4: 50 nmol/L, DTT 20 mol/L, pH 7.0, 3h a 20°C para lagartijas 0 37°C para 

placenta de rata y cerebro de embridn de pollo de 20 dias, PTU: 1mmol/L, utilizando de 15 a 209 

de proteina. Las diferentes letras sobrepuestas indican las diferencias significativas (p<0.01) entre 

los tejidos. 
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FIGURA 7. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN LA ACTIVIDAD 5D! HEPATICA. Los 

resultados representan la media + D.E. de seis ensayos realizados por separado, utilizando 4 

diferentes mezclas de homogenados de animales adultos (n= 6, cada colecta), colectados a io largo 

de 1.5 afios. Las condiciones de ensayo para las lagartijas y las ratas fueron: 'I-rT3: 200 fmol, rT3 

0.5 umel/L, DTT: Smmol/L, pH 7.0, 1h a 20°C (lagartiias) 0 37°C (ratas). Las diferentes letras 

sobrepuestas indican las diferencias significativas (p<0.01) entre los vertebrados y entre las 

diferentes concentraciones de proteina utilizadas.
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FIGURA 8. CONSTANTES APARENTES DE MICHAELIS-MENTEN EN LA ACTIVIDAD 5°DI DE HOMOGENADOS 

HEPATICOS. Las graficas muestran (panel superior) la actividad enzimatica y (panel inferior) a las 

dobles reciprocas en funcion de concentraciones de rT3 en un intervalo de 0.02 a 16 umol/L. Cada 

punto corresponde al promedio + D.E. de seis ensayos independientes por duplicado. Las 

condiciones de ensayo fueron las descritas en la FIGURA 7 utilizando de 15 a 20 yg de proteina. 
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Sensibilidad a Inhibidores 

Se usaron dos farmacos que se sabe inhiben preferentemente a la Di, el propiltiouracilo 

(PTU) FIGURA 10A y Ia tiogiucosa aurica (GTG) FIGURA 10B. La sensibilidad al PTU fue diferente 

entre una y otra especie, asi como entre machos y hembras en el caso de las lagartijas. La 

concentraci6n de 0.5 mmol/L inhibid totalmente (98-99%) la actividad enzimatica en la rata, mientras 

que para lagartijas se requiere el doble para observar ef mismo efecto. Estas diferencias no se 

observan con la GTG. Con lo anterior se comprueba que se trata de la desyodasa tipo I. 

Tiempo de Incubacion 

La mayor actividad enzimatica en machos y hembras se observ6 al cabo de 1h de 

incubacién y a partir de este tiempo ta actividad ya no se modificd (FIGURA 11). tguatmente, a todos 

los tiempos analizados se continuo observando la diferencia dimérfica significativa p< 0.01 en 

lagartijas, siendo la actividad de los machos dos veces mayor que en las hembras. Como en el caso 

del cofactor, se decidio utilizar 1 h para poder realizar comparaciones con los datos en la literatura. 

Efecto de la Temperatura. 

Mientras que en la rata la actividad enzimatica es insignificante en el intervalo de 0 a 4°C, en 

las lagartijas la actividad especifica de la enzima oscila entre 800 a 1500 pmol/mg proteinash. 

Ademas, en el caso de las tagarlijas, se observé que a partir de 15°C hasta 42°C, la actividad 

enzimatica se mantiene constante y no hay diferencias entre los sexos (FIGURA 12). Por el 

contrario en la rata, la actividad de la enzima aumento conforme a la temperatura de incubacién para 

alcanzar un maximo (800 pmoi/g proteina/h) entre los 37-42°C. Con estos resultados se decidié 

utilizar 20 °C para las lagartijas, ya que es el punto donde se estabiliza la meseta y 37°C para las 

ratas dado que es Ia temperatura en la que tipicamente se ha evaluado en fa literatura. 
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FIGURA 9, EFECTO EN LAS CON'-ENTRACIONES DE COFACTOR (DTT). Las condiciones del ensayo, asi 

como e! manejo de los datos fueron iquales a tos descritos en ta FIGURA 7. Utilizando de 15 a 20yg 

de proteina. Cada punto represnia la media + D.E. de seis ensayos independientes realizados por 
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FIGURA 10. SENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD 5‘DI A LOS EFEGTOS DE LOS INHIBIDORES (A) PTU ¥ (B) 
GTG. Los ensayos se realizaron en la presencia o en la ausencia de las diferentes concentraciones 

de inhibidores mostradas. Los valores de 100% representan e! resultado de los controles ensayados 

én ausencia de los inhibidores. Los resultados muestran el promedio + D.E. de seis ensayos 

independientes realizados por duplicado. Las condiciones de ensayo fueron las descritas en la 

FIGURA 7 utilizando entre 15 a 20 ug de proteina. Las diferentes letras superpuestas indican las 

diferencias significativas (p<0.01) entre los vertebrados y las diferentes concentraciones de 

inhibidores utilizadas. 
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FIGURA 11. TIEMPOS DE INCUBACION. Los resultados muestran el promedio + 0.E. de cuatro 

ensayos independientes realizados por duplicado. Las condiciones de! ensayo, asi como el manejo 

de los datos fueron iguales a los descritos en ta FIGURA 7. Utilizando de 15a 20g de proteina. 
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FIGURA 12. EFECTO DE LA TEMPERATURA. Los resultados muestran el promedio + D.E. de seis 

ensayos independientes realizados por duplicado. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo 

de los datos fueron iguates a los descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15 a 20ug de proteina. 
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Efecto del pH 

Este parametro se analiz6 en el intervalo de valores que va de 5.0 - 9.0 con incrementos de 

0.5. Los resultados, que se ilustran en 1a FIGURA 13, muestran que en las dos especies la actividad 

5'DI hepatica se expresé en el intervalo de pH utilizado, y que las actividades de las lagartijas 

fueron, en todos los casos, significativamente diferentes (p<0.01) a las actividades de la rata. En las 

lagartijas !a actividad se mantuvo practicamente constante a lo largo de todo el intervalo analizado, 

presentando los machos un pequefio aumento (p>0.01) en el intervalo de pH de 6.5 a 7.5. En las 

ratas, fa maxima actividad enzimatica se observé en un intervalo de pH mas pequefio (6.5 a 7.5) y 

fue significativamente menor (p<0.01) en los extremos de pH analizados. En base a los resultados 

de temperatura y pH, en los ensayos subsecuentes se decidié utilizar un pH de 7.0 y 20°C para las 

lagartijas. 

Constantes Cinéticas Verdaderas de Michaelis-Menten de 5'DI Hepaticas. 

Ademaés de mostrar que en el higado de lagartiias ta via ORD esta catalizada 

exclusivamente por una enzima tipo |, los resultados obtenidos hasta aqui indicaban que, en ésta 

especie, la actividad DI hepatica se expresa de manera dimérfica y esta presenta en un amplio 

intervalo de temperatura y pH. Los machos tienen mayor actividad que las hembras durante ja 

temporada de actividad gonadal y en el resto del afio este dimorfismo enzimatico desaparece 

(FIGURA 8, TABLA 9). Por ésta razén y para obtener las constantes cinéticas verdaderas, se 

decidi6 utilizar solamente a machos colectados en !a temporada no reproductiva (Julio a Abril). La 

caracterizacién cinética se llevo a cabo utilizando tres diferentes temperaturas (in vitro): 15, 20, 37 

°C. Se analizé un intervalo mas amplio utilizando ahora 8 concentraciones de sustrato (rT3): 0.005, 

0.01, 0.025, 0.05, 0.125, 0.250, 0.5, 1.0 y 2.0 mol/L, con tres concentraciones de cofactor (DTT): 

1.25, 2.5, 5.0 mmol/L. 

Las cinéticas de Michaelis-Menten para sustrato (rT3) y cofactor (DTT)se muestran en las 

FIGURAS 14-19, donde se puede apreciar patrones tipicos de saturacién. Los parametros para 

caicular las constantes cinéticas se obtuvieron a partir de graficas tipo Lineweaver-Burk, que 

muestran un tipico patron cinético tipo “ping-pong”, siendo mas pronunciado con 37°C. La FIGURA 

20 resume los resultados de fas tres temperaturas utilizadas, obtenidas a partir de los interceptos de 

las dobles reciprocas. Los valores obtenidos se resumen en la TABLA 10, y se puede apreciar una 

relacion directa entre la Km y la temperatura, lo que resulta en un aumento significativo (dos veces) 

en la eficiencia catalitica (sustrato), con altas temperaturas. 
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TABLA 10. CONSTANTES CINETICAS VERDADERAS DE MICHAELIS-MENTEN PARA SUSTRATO Y COFACTOR 

EN HOMOGENADOS HEPATICOS DE LAGARTWAS MACHO Y RATAS UTILIZANDO TRES TEMPERATURAS DE 

  

  

  

  

  

INCUBACION, 

SUSTRATO (rT3 pmol/L) 

Especie Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°c pmol/L pmol/mg proteina/min Vmax/Km 

S. grammicus Machos 15 0.78 + 0.07 a 26.742.67a 33.96 a 

S. grammicus Machos 20 0.76 + 0.16 a 27.44£3.03 a 35.99 a 

S. grammicus Machos 37 0.29 + 0.0035 b,c 18.97 + 2.58 a,b 65.41 b 
Rata 37 0.155 + 0.034 b,c 15.96 + 1.41b 102.96 ¢ 

COFACTOR (DTT mmol/L) 

Especie Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°C mol/L, pmol/mg proteina/min VmaxiKm 

S. grammicus Machos 15 1.064 1.15 a 28.58 + 2.67 a 26.96 a 

S. grammicus Machos 20 1.00 + 0.59 a 30.41 43.03 a 30.41a 

S. grammicus Machos 37 0.944 1.17a 25.204 5.76 a 26.80 a 

Rata 37 4.32 40.88 a 16.48 + 0.96 a 3.81b 
  

Los resultados muestran el promedio + D.E. de tres ensayos independientes realizados por 

duplicado. Las condiciones del ensayo son: Proteina: 10-20y9; rT3: 0.005 a 2.0 umoW/L; '*1-rT3: 200 

fmol, DTT: Smmol/L; th a 15, 20 0 37°C. Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05) 

entre los vertebrados y entre las temperaturas utilizadas. 
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FIGURA 13. EFECTO DEL PH. Los resultados muestran el promedio + D.E. de seis ensayos 

independientes realizados por duplicado. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo de los 

datos fueron iguales a tos descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15a 20g de proteina. Las letras 
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FIGURA 14. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA DE LAGARTIJA A 15°C. Se muestra la actividad 

enzimatica en funcién de (panel superior) la concentracién de sustrato (rT3) y (panel inferior) 

concentracién del cofactor (DTT). Cada punto representa el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados de 

macho, colectados de la temporada no reproductora. 
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FIGURA 15. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5°DI HEPATICA DE LAGARTWA A 15°C. Se muestra las graficas 

tipo Lineweaver-Burk en funcién de (panel superior) la concentracién de sustrato (rT3) y (panel 

inferior) concentracién del cofactor (DTT). Cada punto representa el promedio + D.E. de tres 

ensayos independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados 

de macho, colectados de la temporada no reproductora. 
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FIGURA 16. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA DE LAGARTWA A 20°C. Se muestra la actividad 

enzimatica en funcién de (panel superior) la concentracién de sustrato (rT3) y (panel inferior) 

concentraci6n del cofactor (DTT). Cada punto representa el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados de 

macho. 
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FIGURA 17. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA DE LAGARTWA A 20°C. Se muestran graficas tipo 

Lineweaver-Burk en funcion de (panel superior) la concentracién de sustrato (rT3) y (panet inferior) 

concentracién del cofactor (DTT). Cada punto representa el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados de 

macho. 
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FIGURA 19. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA DE LAGARTWA A 37°C. Se muestran graficas tipo 

4/OTT [mmol/L] 

Lineweaver-Burk en funcién de (panel superior) la concentracién de sustrato (FT3) y (panel inferior) 

concentracién del cofactor (DTT). Cada punto representa el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados de 

macho. 
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FIGURA 20. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA. Las graficas representan los interceptos de 

las dobles reciprocas en funcién de (A) fa concentracién de sustrato (rT3) y (B) concentracién del 

cofactor (DTT), realizados a 15 (@), 20 (A) y 37 (< ) °C. El intervalo de rT3 utilizado fue: de 0.005 a 

2.0 mol/L. Cada punto representa el promedio + D.E. de tres, ensayos independientes realizados 

Por duplicado, utilizando en cada uno, la mezcla de seis higados de macho, utilizando de 15 a 20yg 

de proteina, incubandose por 1h (ver TABLA 10). 
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ACLIMATACION 

Los animales aclimatados a los dos intervalos termales mostraron diferencias tanto 

conductuales como morfolégicas, que se explican a continuacién. 

15-19°C: Los animales no mostraron movimiento y se agregaban en pilas, comportamiento tipico 

hacia el frio dirigido a aumentar !a proporcién masa/superficie corporal (White y Somero, 1982). Al 

momento de ser sacrificados se observé que los animales no mudaron de piel (hipotiroideos 7), el 

alimento se encontré sin digerir en el tracto digestivo y la cola (reserva de grasas) se observé mas 

delgada (0.1 cm diametro) que en las aclimatadas a 32-37°C. Todas las hembras se encontraron 

prefiadas, o con un posible apareamiento (anterior a ia aclimatacién), tos fetos se encontraron en ia 

primera etapa de desarrollo (2mm). 

32-37°C: Los animales mostraron una conducta activa, sin embargo, los machos no mostraron la 

tipica territorialidad, debido a la temporada de la colecta. Al ser sacrificados, se observé que los 

animales presentaron mudas (eutiroideos? o hipertiroideos?), no se encontraron restos de 

alimentos, la cola gruesa (0.25cm diametro). Las hembras prefiadas presentaron fetos con dos 

diferentes estados de desarrollo, unas con fetos pequefios (2-3mm) lo que indica un probable 

apareamiento y otras con fetos desarrollados (2.8-3 cm). 

Caracterizacién cinética de la actividad 5’DI en animales aclimatados 

Anilisis de la actividad en funcién de la Temperatura de Incubacién 
  

Se analizaron las temperaturas antes mencionadas en la caracterizacién. Los resultados 

mostraron que en machos (FIGURA 21) de 15-19°C, la actividad se mantuvo constante de 15-42°C 

y en los de 32-37° la actividad se observé entre 20-42°C. Se observé una diferencia significativa 

p<0.01 entre los dos grupos, presentando la maxima actividad los animales de 32-37°C. Las 

hembras prefiadas (FIGURA 22), mostraron el mismo comportamiento que los machos con la 

diferencia que la actividad enzimatica se mantuvo de 15-42°C en los dos grupos. Entre los sexos se 

observo una diferencia significativa entre Machos comparada con las hembras prefiadas. 
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Cinética 

Se desarrollaron cinéticas con los dos grupos de aclimatacién, con tres diferentes 

temperaturas: 15, 20, 37 °C. Se utilizé el intervalo de sustrato, empleado en la obtencién de las 

constantes cinéticas verdaderas, que fue, (rT3): 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.125, 0.250, 0.5, 1.0 y 2.0 

mol/L, con tres concentraciones de cofactor (DTT): 1.25, 2.5, 5.0 mmol/L. Los resultados obtenidos 

a partir de los interceptos resultantes de graficas tipo Lineweaver-Burk, se muestran en las 

FIGURAS 23 y 24 y en la TABLA 11. Se puede apreciar que existen diferencias en la Km entre fos 

dos grupos aclimatados, mientras que en los de 15-19°C se aprecia una caracteristica 

compensacién térmica positiva, siendo la misma que la observada en las cinéticas in vitro (de los 

animales de campo). En los de 32-37°C se observa lo opuesto, esto sugiere ja expresién de 

variantes y/o formas enzimaticas. 
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TABLA 11. CONSTANTES VERDADERAS DE MICHAELIS-MENTEN EN HOMOGENADOS HEPATICOS DE 

LAGARTIJAS MACHOS ACLIMATADOS EN REGIMENES TERMICOS (15-19°C Y 32-27°C) Y UTILIZANDO TRES 

TEMPERATURAS OE INCUBACION. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

SUSTRATO (rT3 ) 
ACLIMATACION 15 - 19 °C 

Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°C ymol/L pmol/mg proteina/min Vmax/Km 

15 2.06+0.15 a 51,841.14 25.02 a 

20 0.6140.16b 16.3 + 1.03 b 26.72 a 

37 0.25+0.11b,¢ 9.79 + 0.58 c¢ 39.16 a 

ACLIMATACION 32 - 37 °C 

Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°c mol/L pmol/mg proteina/min Vmax/Km 

15 0.17+0.05a 7.56 + 0.80 a 42.50 a 

20 0.80 + 0.16b 27.27 + 0.98 b 33.98 a 

37 1.15 + 0.29 b,c 40.04 1.01¢c 34.78 a 

COFACTOR (DTT) 
ACLIMATACION 15 - 19 °C 

Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°C ymol/L pmol/mg proteina/min Vmaxi/Km 

15 2.35 +0.07 a §2+1.30a 22.12a 

20 0.66 + 0.16 b 25.57 £1.22 b 38.74 a 

37 0.98+0.19b 13.39 + 1.58¢ 14.87 a 

ACLIMATACION 32 - 37°C 

Km Vmax Eficiencia Catalitica 

°C umol/L pmol/mg proteina/min Vmax/Km 

15 2.99409 a 33.1841.51a 11.06 a 

20 3.65 + 0.21a 32.96 42.97 a 9.03 a 

37 §.1241.22a 39.9412 a 7.79 a 
  

Los resultados muestran el promedio + D.E. de dos ensayos independientes realizados 

por duplicado. Condiciones del Ensayo: Proteina: 10-20ug; rT3: 0.005 a 2.0 pmol/L; '?5)-rT3: 200 

fmol; DTT: Smmol/L; 1h a 15, 20 o 37°C. Las letras indican las diferencias significativas (p<0.05) 

entre las temperaturas utilizadas. 
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FIGURA 21. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN MACHOS ACLIMATADOS A LOS DOS INTERVALOS DE 

TEMPERATURA EMPLEADOS. Los resultados muestran el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo de los 

datos fueron iguales a los descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15 a 20ug de proteina. 
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FIGURA 22. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN HEMBRAS PRENADAS ACLIMATADAS A LOS DOS INTERVALOS 

DE TEMPERATURA EMPLEADOS. Los resultados muestran el promedio + D.E. de tres ensayos 

independientes realizados por duplicado. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo de los 

datos fueron iguales a los descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15 a 20ug de proteina. 
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FIGURA 23. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5‘DI HEPATICA. Las graficas representan los interceptos de 

tas dobles reciprocas en funcién de la concentracién de sustrato (rT3). En el panel superior en 

animales actimatados de 15 a 19°C y en el inferior aclimatados entre 32-37°C, realizados a 15 (@), 

20 (A) y 37 (.)°C. El intervalo de rT3 utilizado fue: de 0.005 a 2.0 umol/L. Cada punto representa el 

promedio + D.E. de dos ensayos independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la 

mezcla de seis higados de macho, utilizando de 15 a 20ug de proteina, incubandose por 1h (ver 

TABLA 11). 
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FIGURA 24. CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5’DI HEPATICA. Las graficas representan los interceptos de 

las dobles reciprocas en furicién de la concentracion del cofactor (DTT). En el panel superior en 

animales aclimatados de 15 a 19°C y en el inferior aclimatados entre 32-37°C, realizados a 15 (@), 

20 (A) y 37 (0) °C. El intervalo de rT3 utilizado fue: de 0.005 a 2.0 umol/L. Cada punto representa el 

promedio + D.E. de dos ensayos independientes realizados por duplicado, utilizando en cada uno, la 

mezcia de seis higados de macho, utilizando de 15 a 20ug de proteina, incubandose por 1h (ver 

TABLA 11). 
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pH y Temperatura 

Este analisis representa un esquema mas cercano a las modificaciones pH-temperatura que 

pueden presentar estos sistemas in vivo. Asi, se evalud la influencia de estas dos variables sobre la 

actividad Di hepatica. Ademas, aunque no se realizo ningtin andlisis lipidico, de manera indirecta se 

puede relacionar a estas dos variables con las transformaciones que sufren estos sistemas 

membranales a corto tiempo (a lo largo de un dia). A continuacién se presentan los resultados 

preliminares. 

Se realiz6 un ensayo utilizando machos en la etapa no reproductiva, donde se analizé la 

actividad enzimatica bajo tos siguientes pardmetros: En cada temperatura 0, 4, 15, 20, 29, 37, 42 y 

50°C, se ensay6 un intervalo de pH de 5.0-8.5, con intervalos de 0.5, lo que se muestra en la 

FIGURA 25. Se observ6 que la actividad enzimatica presenta una termoestabilidad en et intervalo 

antes descrito de 15-42 °C y de pH de 5.5 a 8.0, (con excepcién del pH 7.5 donde se observé un 

pequefio aumento en los 37°C). De esta manera, la menor actividad enzimatica se encontré en 0, 4, 

42 y 50°C independientemente del pH utilizado. 

Esta serie de ensayos se realizaron en los animales aclimatados, junto con los resultados 

de animales control o “ normales", (todos corresponden al mismo periodo de reproduccidn), 

representados en la FIGURA 26. Se puede apreciar que con el intervalo de pH utilizado los animales 

aclimatados (las dos grupos), exhibieron mayor actividad enzimatica, teniendo los mayores valores 

Jos animales aclimatados de 32-37°C. 
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FIGURA 25. EFECTOS DE LA TEMPERATURA Y PH. La actividad enzimatica se encuentra en funcién de 

las siguientes temperaturas: 0, 4, 15, 20, 29, 37, 42 y 50°C, y del intervaio de pH de 5 a 8.5, con 

incrementos de 0.5. Cada punto representa el promedio de dos mediciones realizadas en un ensayo. 

Se utiliz6 la mezcla de seis higados de macho. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo de 

los datos fueron iguales a ios descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15 a 20yg de proteina. 
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FIGURA 26. EFECTOS DE LA TEMPERATURA Y PH EN MACHOS ACLIMATADOS A LOS DOS INTERVALOS DE 

TEMPERATURA. La actividad enzimatica se encuentra en funcién de las siguientes temperaturas: 0, 4, 

15, 20, 29, 37, 42 y 50°C, y del intervalo de pH de 5 a 9.0, con incrementos de 0.5. Cada punto 

representa el promedio de dos mediciones realizadas en un ensayo. Se utilizé la mezcla de seis 

higados de macho. Las condiciones del ensayo, asi como el manejo de los datos fueron iguales a 

los descritos en la FIGURA 7. Utilizando de 15a 20ug de proteina. 
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IX DISCUSION 

Este trabajo se enfocé a analizar de manera sistematizada en ef higado de ectotermos, las 

posibles adaptaciones enzimadticas que ocurren en la via desyodativa de activacién o via ORD, en 

respuesta a la temperatura de ensayo (in vitro) y/o a la del habitat (aclimatacién). Hasta donde sabemos, 

este es el primer trabajo en donde ademas de reportar la caracterizacion cinética de las desyodasas que 

catalizan la via ORD en el higado de hembras, hembras prefiadas y machos de las tagartijas endémicas 

Sceloporus grammicus microlepidotus, se documenta la posible expresién de formas/variantes 

enzimaticas termo-inducidas. 

Caracterizacién de la Via ORD 

Utilizando tos controles positivos adecuados (placenta de rata y cerebro de embrién de pollo), 

asi como las condiciones dptimas de ensayo (Kaplan y Shaw, 1984, Valverde-R, ef a/ 1993), los 

resultados de este trabajo muestran claramente que en el higado de la lagartija, la via ORD solo se 

encuentra catalizada por la desyodasa tipo | (D1). En efecto, con base en los paraémetros analizados y los 

criterios operacionales actualmente aceptados i.e. sustrato preferencial in vitro (rT3), requerimientos del 

cofactor, susceptibilidad a inhibidores como PTU y GTG y patrén cinético, ta via ORD en et higado de la 

Jagartija esta catalizada por una enzima que exhibe caracteristicas semejantes a las reportadas para la 

DI en mamiferos y aves (Leonard y Visser 1986, Galton 1988, Kohrle 1992, McNabb 1992). Estos 

resultados confirman y amptian fa informacion de los dos Unicos trabajos que conocemos en tos cuales 

se analiz6 la actividad desyodativa total en el higado de reptiles (Darras et a/ 1994, Wong, et al 1993), y 

apoyan la nocién de que excluyendo a los teleésteos (Orozco et al 1997) y anfibios (Becker et al 1997), 

en el resto de los vertebrados la via hepatica ORD esta catalizada exclusivamente por la desoyodasa 

tipo 1 (McNabb 1992). Igualmente, coinciden con ta propuesta, de que a partir de un antepasado comin 

entre las subclases sindpsida y diapsida, se originaron tanto aves como mamiferos (McFarland, 1985). 

Ademas, en este mismo contexto y aunque no forma parte de esta tesis, es pertinente sefalar que se 

evaluo la actividad 5’DIl en otros tejidos tanto de lagartiias aduttas: cerebro, piel y placenta; como en 

embriones: piel, higado y cerebro. Los resultados preliminares (no se incluyen en la tesis) mostraron 

que, con excepcién del cerebro de embrién, el resto de los tejidos no presentan actividad 5‘DIl. 

Por otra parte, es importante enfatizar que la caracterizacién cinética y sistematizada de esta 

actividad enzimatica revelé, que en los reptiles, la Di exhibe caracteristicas funcionales que son 

peculiares a este grupo de vertebrados. En efecto, nuestros resultados muestran que el higado de esta 

especie de lagartija expresa la actividad especifica Di mas alta reportada hasta ta fecha. Este hallazgo 

coincide con datos reportados en forma resumida para otro tipo de lagartija Agama (Darras et al 1994). 

85



Aunque nuestros resultados no permiten por el momento, ofrecer una explicacién fundamentada, es 

posible que esta elevada actividad DI hepatica en la lagartija, tenga relacién con: 1) las concentraciones 

de sustrato, ya que se sabe que en otra especie del mismo género (Sceloporus undulatus), las 

concentraciones circulantes de tironinas (T4 y T3) son de aproximadamente et doble en comparacién con 

ratas (John- Alder, 1991,Chopra 1992) y 2) la sorprendente ausencia de actividad Dil en érganos que en 

otros vertebrados adultos si la expresan, vgr., cerebro. En este contexto es pausible proponer que en la 

lagartija, ta actividad ORD hepatica supla la ausencia de actividad Dil en éstos érganos. Por otro lado, 

aunque no se evalud la concentracién de catecolaminas, datos en la literatura nos permiten sugerir que 

ésta ausencia de Dll, se puede relacionar a la baja concentracién circulante de noradrenalina (NA) - 

encargada de estimular a la Dil-, ya que en reptiles las glandulas adrenales secretan principalmente 

epinefrina que representa del 60 a! 80% de las catecolaminas (Chester-Jones, et al 1987). 

Dimorfismo 

La afinidad (Km) para el sustrato fue semejante para uno y otro sexo independientemente de la 

temporada de reproduccion, y aunque el valor de esta constante es mayor en las hembras prefiadas, 

esta diferencia no es significativa. Las constantes aparentes para rata resultaron muy similares a !o 

previamente reportado para esta especie (Kérhle J. 1992). Sin embargo, los resultados de la presente 

tesis muestran claramente que la actividad DI hepatica en la lagartija S. grammicus, exhibe un 

dimorfismo estacional, que se puede apreciar en los resultados de la Vmax y la eficiencia catalitica, 

siendo los machos los que presentan la mayor actividad (Vmax) en el periodo de reproduccién, que 

ocurre de mayo a julio (Guillette y Casas-Andreu 1980), lo anterior explica la desviacién estandar 

obtenida, en el resto del afio no se observaron diferencias con tas hembras. Este comportamiento se 

observa en las graficas donde la D.E. de machos fue muy grande debido a que se esquematiza el 

promedio de los ensayos llevados a cabo con colectas realizadas a lo largo de 1.5 afios. Este hallazgo 

concuerda con la bien conocida interrelacién funcional de la actividad gonadal y tiroidea en diferentes 

reptiles monoéstricos (Lynn 1970, Haldar-Misra y Thapliyal, 1981; John-Alder 1984a, Kar y Chandola- 

Saklani 1985a, Fleury et al 1987, Leatherland 1987, Chandola-Saklani y Kar 1990). De la misma manera, 

éstos resultados coinciden con el dimorfismo reportado para ratas, donde el macho tiene mayor actividad 

enzimatica DI que la hembra, Este dimorfismo se ha atribuido a una accién directa de los esteroides 

sexuales, ya que la testosterona aumenta !a actividad mientras que el estrégeno la disminuye (Harris, et 

al 1979). Recientemente se ha propuesto, que !a testosterona puede estar involucrada en la regulacién 

de la expresién del gen de la DI (Miyashita et al 1995). 

En conjunto, estos resultados indican que al igual que en el resto de vertebrados, las hormonas 

tiroideas son determinantes en la operacién/instalacion de procesos funcionales especificos durante 

periodos criticos del individuo, como es el caso de la funcién reproductora y apoyan la noci6n de que la



funcién mas antigua y basica de las hormonas tiroideas esta relacionada con el crecimiento, maduracion 

y diferenciacién de! organismo. Ademas, también indican un alto grado evolutivo de éstas lagartijas (ie. 

caracteristicas morfolégicas y cariotipicas), y apoyan la propuesta que desde un punto de vista 

filogenético, ellas se encuentran cercanas a los mamiferos (Sites J, 1992; Mc Farland, et af, 1995). 

Termodependencia y pH 

Uno de los principates hallazgos de esta tesis consistié en la sorprendente estabilidad catalitica 

que exhibe la actividad DI en un amplio intervalo de temperatura y pH. El intervalo de temperatura (15°C 

a 42°C) y de pH (5.0 a 9.0), en el que actia la enzima 5’D-I del higado de lagartijas, es 

significativamente mas amplio que el que exhibe la isoenzima hepatica de rata (37 a 42°C y65a75 

respectivamente). Estos resultados son consistentes con una serie de hechos ya bien establecidos 

acerca de la fisiologia adaptativa de los ectotermos (Prosser y Nelson 1981, White y Somero, 1982: 

Hochachka y Somero, 1984), de los cuales se discutiran con mayor amplitud aquellos que estan 

directamente relacionados al tema central de la tesis. 

Compensacién Térmica 

EI haltazgo de que la DI en el higado de Ia lagartija mantenga su actividad a lo largo de todo el 

intervalo de temperatura ensayado, es consecuente con la estrategia termoregulatoria de estos reptiles, 

cuyo intervalo térmico natural y temperatura corporal, abarca precisamente estos extremos de 

temperatura (Patterson, 1992), y en la cual utilizan primordial pero no exciusivamente, mecanismos de 

termoregulaci6n etoldgica, i.e. el asoleo (Avery, 1976). En este mismo contexto e independientemente de 

las diferencias metodolégicas, nuestros resultados son consistentes con el Unico otro estudio que 

conacemos en el cual se analiza la actividad desyodativa hepatica total (T4-ORD) en una especie de 

serpiente Elaphe taeniura (Wong CC, et al 1993). La actividad hepatica se analizé con las siguientes 

temperaturas 4, 24, 37 y 56°C. La maxima actividad enzimatica DI se encontré a los 37°C y en el resto 

de las temperaturas ensayadas ésta actividad fue minima. Este “pico” de actividad enzimatica en la T4- 

ORD de la serpiente puede estar relacionado a la temperatura natural que estas especies enfrentan 

(Stidworthy J 1974), asi como a que filogenéticamente se considera que las serpientes son lagartijas sin 

extremidades, extremadamente especializadas, lo que también concuerda con Ia amplia_ diversidad 

presente en cada uno de los ordenes de los reptiles (Mc Farland, et a/, 1985). De la misma manera, 

nuestros resultados estén de acuerdo con la dependencia térmica que exhiben los sistemas de 

desyodasas en peces teledsteos (Johnston e Eales 1995, Fenton et al 1997, Orozco et al 1997). 
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Compensacién Térmica y pH 

Con respecto al pH, los resultados de esta tesis coinciden con lo reportado en serpientes, en las 

cuales la via T4-ORD es activa en el intervalo de 4 a 8 (Wong, 1993). En comparacion, en las ratas, se 

observo un aumento significativo p<0.01 en el intervalo de 6.5 a 7.5, lo que concuerda con los datos 

citados en la literatura para ratas (Leonard, 1991) y para teleésteos (tilapias, Mol KA, et al 1997). 

La interdependencia pH-temperatura en diferentes sistemas enzimaticos (con enzimas puras) de 

ectotermos ha sido ampliamente documentada (Yancey y Somero 1978, Hochachka y Somero 1984, 

Hazel 1993, Somero 1995). Estos trabajos han mostrado el papel crucial que juega el estado de 

protonacién de los grupos imidazol de histinida de las enzimas para la compensacion térmica de su 

actividad catalitica (seccién 3.0 de Introduccién). Asi, por ejemplo, en teleédsteos y otros vertebrados el 

sitio activo de la lactato dehidrogenasa del piruvato tiene los aa ARG e HIS y se ha demostrado que fa 

ARG permite a ia enzima funcionar en un pH fisiolégico, mientras que la HIS es crucial en los extremos 

del pH (Yancey y Somero, 1978). Estos estudios han llevado a proponer que la temperatura ambiental 

altera a los moduladores que regulan la expresién de variantes enzimaticas térmicamente inducidos 

(Poly, 1997). 

En este contexto y en relacién a ta estabilidad catalitica (térmica y pH) que exhibe la actividad DI 

del higado de la lagartija es importante enfatizar los siguientes hechos: a) La Di tiene cuatro residuos 

HIS ubicados en las posiciones 158, 174. 186 y 286; b) las HIS 158 y 174, cercanas al sitio activo (Se- 

Cys), son esenciales para la unién con el sustrato (Berry, 1992b); c) las HIS 186 y 283 no participan en 

la reaccién y su remocién no afecta a [a actividad; d) El PTU, inhibidor acompetitivo para el sustrato y 

competitivo para el cofactor, se une de manera covalente al sitio activo y forma un puente disulfuro con 

el residuo cisteina (Mol JA, et al 1984, Sun, ef af 1997); e) el PTU también previene la alcalinizacién del 

grupo sulfidrilo (SH) de la enzima, cuya elevada reactividad puede obedecer a la formacién de un puente 

de hidrégeno con e! grupo imidazol de una HIS vecina; f) Otros inhibidores de la actividad DI como los 

colores dietilpirocarbonato (DEP) y el rosa de bengala interactian especificamente con los grupos HIS 

de la molécula (Mol JA, et al 1984). Sobre estas bases, asi como por los resultados observados en ésta 

tesis en los experimentos de aclimatacién (véase mas adelante). Se puede proponer que la constante de 

disociacién de la selenio-cisteina (Se-cys) con los residuos de HIS vecinos al sitio activo, contribuye al 

estado de protonacién necesario para que la unién con el sustrato ocurra a lo largo del régimen térmico 

analizado, preservandose asi la Km y la estabilidad catalitica de la enzima. 

Compensaci6én Térmica y Lipidos 

Otro aspecto que se debe considerar en la compensaci6n de la actividad catalitica y las 

relaciones de pH-temperatura, es el de la participacién de los lipidos en éstos procesos fisiolégicos. Se 
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sabe que cambios en la temperatura y en el microambiente ionico celular por tiempos cortos, alteran el 

estado fisico de los lipidos del sistema celular de membranas (Poly, 1997). Por otro lado, se sabe que la 

desyodasa 5°DI tiene un dominio transmembranal (Toyoda el al 1995b), y se localiza en el reticulo 

endoplasmico rugoso (RER) y en el aparato de goigi (AG), por fo que fa estructura terciaria de la 

proteina, necesariamente se altera en respuesta a los cambios ocurridos en los tipidos. Sin embargo, ta 

actividad enzimatica se puede mantener debido a que presentan los grupos imidazol en las histidinas, 

asi los resultados de cambios de estos dos parametros en la actividad in vitro FIGURA 25, muestran 

que la actividad DI hepatica de la lagartija se mantiene constante en el intervalo de 15 a 42°C, y se 

encuentra disminuida en los extremos analizados 0-4 y 42-50. En el extremo inferior (0 y 4°C), el 

empaquetamiento de los lipidos se encuentran en estado “todo trans”, es decir sélido-cristalino, y en 42 y 

50°C, los lipidos estan en gel-cristalino. Ademas, en los extremos mencionados de! intervalo utilizado las 

enzimas estan proximas a una desnaturalizacion. Esto es, la relativa fluidez de una membrana depende 

de que unas zonas presenten una u otra fase, esta diferencia de fases es lo que permite que se den una 

gran cantidad de funciones en las membranas celulares (Gurr, 1991). Por lo que se puede suponer que 

al cambiar las condiciones de temperatura en el medio, cambiaré toda la membrana presentando las 

fases que arriba se explicaron, dando por consiguiente una pérdida o falta total de la funcién. Aunado a 

lo anterior, los cambios en el pH, tienen influencia la conformacién de las cabezas polares de los lipidos 

y también se debe afectar fa relacion estructural de los lipidos con tos carbohidratos asociados. 

Estos mismos resultados pueden dar un reflejo de lo que sucede en ios diferentes regimenes 

térmicos que enfrentan estos animales a to largo de un ciclo diurno, donde se da una constancia en la 

actividad enzimatica. 

En el ensayo de diferentes pH con una sola temperatura (FIGURA 13), que se usa para la 

caracterizacién enzimatica, no es bioldgicamente realista, sin embargo, en e! de multiples pH y 

temperaturas presenta un esquema mas cercano a las modificaciones que pueden presentar estos 

sistemas in vivo. En la FIGURA 26, los resultados preliminares mostraron que se mantiene la actividad 

tanto en los animales “normales” (no se sometieron a ningun régimen térmico), -FIGURA 25, discutida 

anteriormente-, como los aclimatados. En tos aclimatados se da una conservacién de fa 

homeoviscosidad, mencionada arriba, en este ensayo se puede apreciar, que en todos los pH probados 

se da una actividad constante en el intervalo de 15 a 42 y en los extremos, por ejemplo, con 50°C la 

actividad disminuye, lo que se debe a que con estas condiciones de pH y temperatura las proteinas ya 

se encuentran parcial- o totalmente desnaturalizadas. Sin embargo, hay un cambio en la actividad 

especifica al cambiar el pH, esto se puede deber a que se provoca cambios en !a carga de los lipidos, 

que a su vez tienen efecto en el pK de los grupos imidazol (que cambian cuando estén adyacentes a 

grupos con carga + 0 - de los lipidos) dando como resultado estos cambios en la actividad 5°D! hepatica 

en los machos. Este efecto de cambio en las cargas de los lipidos adyacentes a las enzimas, también 
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pueden provocar cambios conformacionales en las enzimas, dando como resultado una estabilidad 

térmica en la actividad enzimatica. 

Constantes cinéticas in vitro e in vivo (aclimatacién) 

Se utilizaron tres diferentes temperaturas en ta caracterizacién de las constantes verdaderas de 

Michaelis-Menten (Figuras 14-20), se observaron curvas tipicas de saturacién y un patrén cinético de 

tipo “ping-pong”, lo que representa otro parametro de comprobacién det tipo enzimatico presente en el 

tejido hepatico de lagartijas. Los resultados (TABLA 10}, muestran una relacién directa entre la Km yla 

temperatura, que claramente representa una compensacién térmica inmediata, de tipo modulacién 

térmica positiva (Hochachka y Somero, 1971, 1984). Donde ia mayor afinidad (Km) se presenté con 

37°C, esta es una enzima que trabaja cerca de su Vmax, la cual tiene una Capacidad de reserva minima 

y por to tanto es muy costosa para la célula. Las Km de temperaturas menores fueron muy similares to 

que representa una relacién optima entre la Km y la concentracién fisiologica de sustrato, esto es 

congruente con la temperatura preferida de esta especie que es de 18-20°C, donde se sabe que éstas 

fagartijas tienen un desarrollo éptimo. 

Los valores de Km verdaderas para lagartijas y ratas son muy similares a los obtenidos en las 

constantes aparentes y, en el caso de la rata, son iguales a los reportados en la literatura (Chopra, 

1991). Las constantes de afinidad de lagartijas fueron de 2 a 4 veces mayores que las de rata. Lo 

anterior se relaciona con las concentraciones de sustrato y aunque en este trabajo no se evaluaron tas 

concentraciones circulantes de tironinas, se puede hacer una correlacién con los datos en la literatura. 

La lagartija Sceloporus undulatus, tiene de aproximadamente el doble de las concentraciones circulantes 

de tironinas (T4 y T3) que en la rata (John-Alder, 1991, Chopra, 1992). Respecto a las concentraciones 

de rT3 no existen trabajos publicados en ningun reptil, pero se sabe que las concentraciones de esta 

hormona son proporcionales a ja Ta. 

Durante los eventos de activacién en la catalisis enzimatica, ta energia libre de los complejos 

enzima sustrato se incrementa, formando el complejo activado. A la diferencia entre la energia libre de 

los complejos enzima-sustrato inactivos y activos, se le denomina energia libre de activacién (AG), el 

valor AG# representa la energia libre de ta reaccién. Los estudios de termodinamica de activacion 

catalitica, han revelado que los valores AG# de las reacciones enzimaticas de ectotermos, son 

consistentemente menores (cientos de calorias/mol) que los correspondientes a las reacciones 

homélogas de aves y mamiferos. Estas diferencias que modifican notablemente fas eficiencias cataliticas 

de enzimas homdlogas, se deben a un aumento en la formacién de enlaces débiles durante la 

generacion de los complejos activados enzima-sustrato en los sistemas de ectotermos (al aumentar los 

enlaces débiles se incrementa la estabilidad terma! y desciende la eficiencia catalitica), De hecho, la 

conformacion de las enzimas de endotermos es mas rigida que sus homélogos de ectotermos, lo cual 
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Gificulta la formacién de enlaces débiles, durante los procesos de activacién catalitica, esto indica que 

durante fos procesos de activacién, la adicién de los enlaces débiles se deben romper para que la 

enzima adopte la conformacién necesaria para la catalisis (Low y Somero, 1974, Hochachka y Somero 

1984). Lo anterior se aprecia en la eficiencia catalitica observada la cual en mamiferos fue de 2 a 3 

veces mayor que en lagartijas (TABLA 10). 

No solo las interacciones de enzima sustrato se ven afectados por la temperatura, sino que 

también las interacciones de enzima - modulador y enzima - cofactor (Hochachka y Somero, 1971), lo 

anterior se aprecia en tas TABLAS 10 y 11. 

En el anafisis cinético de ta aclimatacién se utilizaron las mismas temperaturas descritas arriba, 

esto se hizo porque las condiciones de ensayo deben ser realistas, por fo menos una de las 

temperaturas de ensayo debe ser la temperatura a la que los animales se hayan aclimatado (Poly, 1997). 

Los resultados cinéticos de ta aclimatacién fueron: 

1) Con el intervalo de bajas temperaturas (15-19°C), exhibié el mismo comportamiento que en 

las cinéticas in vitro (realizadas con animales de campo sin aclimatar). Esta semejanza refleja el 

intervalo de temperatura de su medio y coincide con la temperatura preferida. Esta modulacién térmica 

positiva, concuerda con lo reportado para diferentes sistemas enzimaticos de diferentes ectotermos, 

(Hochachka y Somero, 1969, 1971, 1984). : 

Con una temperatura por abajo de la minima critica, la Km se incrementa dramaticamente, estas 

formas enzimaticas son sumamente ineficientes. Sin embargo, después de un periodo de aclimatacidén, 

estas especies por lo general migran hacia temperaturas atin mas frias. Para explicar ésta paradoja, 

muchos estudios de aclimatacién al frio sugieren que un mecanismo basico, no es la biosintesis de 

mayores concentraciones de un mismo tipo de enzima, sino la biosintesis de un nuevo tipo de enzima, 

probablemente en grandes cantidades, que estén mejor adaptadas para realizar la catalisis a bajas 

temperaturas (Hochachka y Somero, 1969). 

2) Con el intervalo de altas temperaturas resulté en una modulacidn térmica negativa -ver 

TABLA 11-, (menor temperatura, mayor afinidad (Km), con concentraciones fisiolégicas constantes de 

sustrato), mediciones de HTs en el campo han mostrado que en el verano es cuando los niveles de T3 y 

T4 aumentan significativamente con respecto a los de invierno (John-Alder, 1984a), como a éstos 

animales se les mantuvo en temperaturas constantes de 32-37°C, se puede suponer que tas 

concentraciones de HTs se mantuvieron constantes, ademas, cuando se actimatan a temperaturas 

diferentes a las de su habitat, esta modulacién térmica representa la estrategia de la mayoria de los 

ectotermos. 
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Ademas de la compensacién térmica, el comportamiento cinético indica que estan presentes por 

lo menos dos formas o variantes enzimaticas cinéticamente diferentes. A) Las Km minimas y B) Las Km 

optimas. Respecto a las primeras se obtuvieron dos: una “fria” que presenta la mayor afinidad a los 

15°C, mientras que la “caliente” tiene fa mayor afinidad a los 37°C. A pesar de tener practicamente ia 

misma Km, no se excluye la posibilidad que se trate de dos formas 0 variantes diferentes. 

Respecto a la adaptacién evolutiva, es evidente que depende de cambios cualitativos mas que 

cuantitativos, ia temperatura en la que aparece la maxima afinidad (Km), se encuentra desplazada en el 

intervalo de temperatura de la especie y representa la minima o maxima temperatura de su habitat. La 

seleccién no favorece a la aparicién de variantes con una Km extremadamente baja, ya que funciona 

cerca o a su Vmax, por lo que funcionalmente es muy “costosa” para la célula (Hochachka y Somero, 

1984). 

Podemos proponer que ta accién combinada de A y B en todo el intervalo térmico que esta 

especie enfrenta en su habitat natural generaré una constancia en ta actividad enzimatica. Lo anterior se 

puede apreciar en las FIGURAS 21 y 22, donde se observé que la respuesta enzimatica no vario en los 

intervalos térmicos utilizados y ademas no hay diferencias dimérficas (por el periodo de la colecta). 

Los valores de Km maximas (minimo valor) de las formas o isotipos “frias” y “calientes” fueron 

similares a los de rata (TABLA 10 y 11), por lo que es congruente con la conservacién de la Km en 

diferentes especies, cuando ésta constante es evaluada bajo condiciones similares i.e. temperatura, pH, 

concentracién de sustrato (Hochachka y Somero, 1984; Hazel, 1993, Poly, 1997). 

Km minimas 

Los resultados mostraron que en la aclimatacién al frio y en los animales del campo, el 

comportamiento de la Km es inverso a la temperatura. La aparente incongruencia entre los niveles de 

HTs que se sabe disminuyen con bajas temperaturas (John-Alder, 1984a) y los altos valores de la Km 

(minima afinidad) con 15°C - TABLAS 10 y 11- (la Km se define como la concentracién de sustrato 

especifico al que una enzima produce la mitad de su velocidad maxima), se puede deber al transporte, 

esto es, las HTs son transportadas dentro de las células por medio de caveolas (seccién 1.3), la 

integridad y funci6n de las éstas caveolas, depende de la concentracién de colesterol libre en la capa 

externa de las membranas plasmaticas (Fielding y Fielding, 1995). Por otro lado se sabe que en los 

reptiles, a diferencia de aves y mamiferos, los niveles de colesterol tibre no se ven afectados por las 

bajas temperaturas, ni por el estado tiroideo i.e. hipo-, hipertiroidismo (Thapliyal, 1980), por jo que a 

pesar de bajar tos niveles séricos de HTs, el sistema de transporte permanece siendo eficiente, esto 

conduce a una concentracién mayor de HTs intracelulares, y a valores mayores en la Km. En el caso 

Opuesto, con altas temperaturas, en reptiles at igual que endotermos, los niveles de colesterol 

disminuyen en et hipertiroidismo con alta temperatura (Jacob y Oommen, 1990), las concentraciones 
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séricas de HTs son mayores, sin embargo aunque el sistema de transporte no es tan eficiente, tendria 

mas o menos fa misma concentracion intracelular que en el frio, dando resultados similares (TABLA 11). 

Por otro lado se sabe que los lipidos cambian sustancialmente de acuerdo a la temperatura 

(White y Somero, 1982; Gur, 1991) y al estado tiroideo (Hoch 1988). En la aclimatacién al frio, se 

producen mayor cantidad de lipidos insaturados y una menor de saturados (aunque no todos los lipidos 

sufren los mismos cambios, por lo general se observa una heterogeneidad en la respuesta), ia ventaja 

tadica en el hecho de que un doble enlace introduce una curvatura de aproximadamente 30° en la 

cadena acilica, por to que los acidos grasos insaturados adoptan una conformacién expandida, se 

empaquetan de una manera menos eficiente y consecuentemente poseen niveles de ruptura menores 

que sus homédlogos saturados (Gur, 1991, Hazel, 1993). De esta manera se conserva la 

homeoviscosidad y por tanto las funciones relacionadas con la membrana (Wodke, 1981). Las 

temperaturas de 15 y 37° utilizadas en las cinéticas corresponden a los intervalos de temperaturas frias y 

calientes empleados, lo que tleva a resultados muy similares (TABLA 11). En éstos ensayos, al utilizar 

diferentes temperaturas, esto debe alterar la fluidez y propiedades de !a membrana (in vitro), alterando a 

su vez a las enzimas lo que debe contribuir a las diferencias observadas en las caracteristicas cinéticas. 

Un aspecto que se debe considerar para suponer que las variantes enzimaticas estudiadas en 

éste trabajo no solo se deben a variaciones no genéticas (i.e. pH y cambios lipidicos explicados 

anteriormente), sino también a genéticas, es que la expresién de variantes térmicamente inducidas, se 

ha sugerido por muchos investigadores que se puede deber a un polimorfismo genético (Poly, 1997). En 

el género Sceloporus grammicus se sabe que presentan 78 diferentes cariotipos, (de 32 hasta 43-45 

cromosomas), en el caso particular de Sceloporus grammicus microlepidotus (empleado en este trabajo), 

presenta un cariotipo 2n de 32-31 a 34-33 cromosomas, con loci polimérficos de con valores altos de 

14.3 y con una heterocigocidad promedio muy baja, de 0.02 (Arévalo et al, 1991; Sites JR et al, 1992). 

Por otro lado, se sabe que las lagartijas utilizadas en este trabajo corresponden a una zona de transicion 

de dos diferentes poblaciones (Méndez de ta Cruz F, comunicacién personal, manuscrito en 

preparacién). 

Nuestros resultados cinéticos obtenidos a partir de homogenados hepaticos estan sujetos a una 

corroboracion posterior a medida que se cuente con una mayor pureza de éstas enzimas, sin embargo, 

en un esfuerzo para identificarlas y en base a la clasificacion de Somero (1995), los resultados del 

presente trabajo sugieren que se trata de variantes enzimaticas de tipo homdlogo ortélogo (seccién 3.1), 

esto es por las diferencias encontradas en los valores de Km, con las tres temperaturas empleadas y por 

el polimorfismo genético de éste género. En numerosos sistemas estudiados, se sabe que los 

homélogos ortélogos de especies adaptadas a diferentes regimenes térmicos, las respuestas de Km vs. 

temperatura difieren en formas que reflejan la temperatura corporal absoluta y los intervalos de 
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temperaturas corporales que los animales normalmente enfrentan (Somero, 1995), lo que representa la 

versatilidad del genoma bajo diferentes presiones de seleccién, que permiten a esta especie adaptarse a 

diferentes habitats geograficos. 

Aunque nuestros resultados no permiten dar una sugerencia fundamentada, la generacién de 

éstos homdlogos ortélogos se pueden deber a diferentes mecanismos:1) Procesos de cladogénesis y 

anagénesis; 2)Cambios puntuales en el gen en posiciones distantes al sitio activo de la enzima, (que en 

comparaci6n con otras enzimas, como es el caso de LDH, sugieren que son cambios evolutivos muy 

recientes de 10,000 a 15,000 afios), 3)\Cambio conformacional del sitio activo. En base a un reporte 

reciente de LOH demostraron que ortélogos homdlogos con secuencia idéntica de aa tienen diferencias 

en Km y estabilidad térmica debido at re - arregio tridimensional de las moléculas (Fields y Somero 

1997). En el caso de las desyodasas ya que presentan un dominio transmembranal, es posible que las 

variaciones en los lipidos influyan en ja configuracién terciaria de las desyodasas. 4) Variacion genética 

co-dominante, en esta se expresan al mismo tiempo diferentes genes (y alelos de cada uno) dando como 

resultado una variacion fenotipica, en éste caso probablemente se expresen de manera conjunta a la 

desyodasas otros alelos, por ejemplo epistaticos. 

Podemos concluir que, las desyodasas exhiben formas o variantes enzimaticas térmicamente 

inducidas. Sin embargo, por las razones antes expuestas, probablemente se deban a cambios tanto 

genéticos y no genéticos (0 epigenéticos), lo que merece estudios posteriores. En conjunto estas dos 

estrategias responden a la necesidad de una multiplicidad molecular que responda a las presiones de 

seleccion de los organismos, en una determinada situacién fisioldgica. 
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X CONCLUSIONES 

Se realiz6 la caracterizacién cinética de la via ORD en et higado de machos, hembras y hembras 

prefiadas de lagartijas endémicas Scefoporus grammicus m. 

La via ORD en el higado de lagartijas se encuentra catalizada exclusivamente por una desyodasa 

tipo | (D!), y no presenta a la tipo II. 

Las lagartijas presentan la actividad DI hepatica mas alta reportada para vertebrados. 

La actividad DI hepatica es dimorfica y estacional, siendo mayor (en la Vmax), en los machos. 

En términos operacionales i.e. Sustrato preferencial (rT3), requerimientos de cofactor (mmol/L) y 

susceptibilidad a inhibidores (PTU y GTG), la Di hepatica de lagartijas exhibe propiedades similares 

a las reportadas para mamiferos. 

Las constantes cinéticas verdaderas, evaluadas con tres temperaturas diferentes, exhibieron una 

relacién directa entre Km y temperatura, !o que representa una compensacidén térmica inmediata de 

tipo modulacién positiva. 

La enzima DI hepatica de lagartijas presenta una estabilidad catalitica un amplio intervalo térmico 

(15 a 42°C) y de pH (5 a9). 

La respuesta enzimatica DI a las temperaturas de aclimatacién no vario entre fos sexos. 

Las constantes cinéticas verdaderas variaron de acuerdo a las temperaturas, sugiriendo la aparicion 

de formas y/o variantes enzimaticas termo-inducidas o termo-dependientes. 

EI analisis cinético de la enzima DI en los animales aclimatados mostré que el comportamiento 

enzimatico es significativamente diferente en los dos intervalos térmicos estudiados. Este 

comportamiento, junto con los resultados de ensayos de temperatura-pH sugieren que se trata de 

formas y/o variantes enzimaticas térmicamente dependientes que pueden tener ya sea una base 

genética o epigenética. 

Los resultados de los animales aclimatados sugieren que se estan expresando conjuntamente dos o 

mas formas 0 variantes enzimaticas termo-dependientes. 

95



Xl PERSPECTIVAS 

Los resultados de ésta tesis abren una nueva {linea de investigacién en el estudio y comprensién 

de la fisiologia tiroidea en vertebrados. En este contexto, nuestros hallazgos plantean diversas preguntas 

pertinentes tanto al campo particular de la fisiologia evolutiva de la familia de las desyodasas, como al 

mas general del control y regulacion de la funcion tiroidea en los vertebrados ectotermos. Asi, y 

utilizando enfoques y herramientas analiticas que van desde la biologia molecular hasta la fisiologia 

experimental se pueden plantear los siguientes proyectos: 

¢ Analisis de la composici6n lipidica de microsomas hepaticos y la correlacion con la estructura - 

funcion de las desyodasas. 

¢ Clonacién y Secuenciacién del mRNA que codifica para Di en ef higado de diferentes miembros del 

género Sceloporus. 

* Correlacién de diferentes cariotipos con la expresién de variantes enzimaticas en procesos de 

actimatacién. 

¢ Relaci6n entre la actividad desyodativa y los diferentes tipos de reproduccion en lacértidos (oviparos, 

ovoviviparos y viviparos). Dentro de los viviparos relacionar la fisiologia tiroidea (tipos de 

desyodasas) con cada uno de los tipos de placenta, ya que exhiben pseudoplacentas (coriovitelinas 

y/o corioalantoideas) y placentas verdaderas. 
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