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RESUMEN

Introduccion: La glandula tiroides (GT) secreta las hormonas triyodotironina (T3) y
tiroxina (T4), las cuales regulan el metabolismo en practicamente todos los tejidos.
El yodo () es la materia prima para la produccion de dichas hormonas y es un
elemento muy escaso en la naturaleza. La GT recicla el yodo que no se orgnifica
en hormona tiroidea gracias a la accion de: la desyodasa de yodotironinas tipo 1
(ID1) y la deshalogenasa de yodotirosinas (tDh). Objetivo: Reconocer, in silico e in
vitro los sitios responsivos tiroideo-relevantes presentes en los promotores de los
genes que codifican para tDh e ID1. Metodologia: estudio experimental de dos
etapas, un modelo in silico y un modelo in vitro. Se trabajo con 2kb, 1.5kb, 1.0kb y
0.5kb de los promotores de los genes que codifican para tDh e ID1; la secuencia
de los promotores se obtuvo de la base de datos de la Universidad Santa Cruz
(UCSC). Para el modelo in silico se introdujeron dichas secuencias en dos bases
de datos (Genomatix-Matinspector y TransFac-Patch 1.0) para obtener
informacion relacionada con los elementos cis tiroideo relevantes que se
encuentran en la regién promotora de las enzimas sujeto de estudio. Para el
modelo in vitro se amplificaron las regiones promotoras ya mencionadas, del gen
tDh, a partir de DNA genomico. Posteriormente, con estas secuencias, se
generaron los vectores acoplados a luciferasa. Los experimentos se llevaron a
cabo en células PCCL3 aplicando concentraciones fisiolégicas de |, Tz y Tg.
Resultados: el modelo in silico reporté sitios responsivos para los elementos
estudiados que no son coincidentes con lo registrado en la literatura. En el modelo
in vitro, las células tratadas no mostraron respuesta empleando el vector reportero
de 2Kb. Conclusiones: los resultados del modelo in silico sefialan que abundan los
sitios responsivos para T3 en la secuencia promotora de 2kb, sin embargo no
coinciden los resultados con las predicciones obtenidas en ambas bases de datos,
por lo que los algoritmos actuales no son funcionales para GT. En cuanto al
modelo in vitro, no fue posible detectar sitios responsivos en el promotor de 2Kb
del gen que codifica para tDh.

Palabras clave: (promotor, desyodasa tipo 1, deshalogenasa).



SUMMARY

Introduction: The thyroid gland (TG) releases two important hormones: T3 and Ty,
which have functions related to metabolism. lodine (I) is the feedstock for the
production of these hormones, which is a scarce element in nature. The GT
recycled iodine without organification as a thyroid hormone by the action of:
iodothyronine deiodinase type 1 (ID1) and dehalogenase iodotyrosine (tDh).
Objective: To recognize, in silico and in vitro thyroid-responsive sites relevant,
present in the promoters of the genes coding for tDh and ID1. Methodology: An
experimental two-stage model: in silico and in vitro. We worked with 2kb, 1.5kb,
1.0kb and 0.5kb promoters of genes coding for tDh and ID1; the promoter
sequence was obtained from the database of the University of Santa Cruz (UCSC).
In the in silico model, these sequences were introduced (Genomatix-Matinspector
and TransFac-Patch 1.0) for information regarding thyroid cis elements that
encode the promoter region of the enzymes subject of study. For the in vitro model,
specific primers were constructed to recognize the required sequences in the
promoter, from genomic DNA. The experiments were conducted in PCCL3 cells
using physiological concentrations of I, T3 and Tg. A test was conducted to assess
luciferase reporter activity in the presence of the substrate. Results: The in silico
model responsive sites did not report for the studied elements in the promoter of
the tDh gene 2kb or ID1. In the in vitro model, the treated cells showed no change
in reporter 2kb. Conclusions: The in silico model results indicate that there are
many sites responsive to T3 in the 2kb promoter sequence, however the results do
not coincide with the cast in each of the databases, so that existing algorithms are
not functional to GT. /n vitro model for tDh responsive site is not in the promoter
2kb.

Key words: (promoter, deiodinase type 1, dehalogenase.
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. INTRODUCCION

En el siglo XXI, el avance de la ciencia ha reforzado el trabajo
experimental realizado a lo largo del tiempo en las diversas areas de la fisiologia,
favoreciendo que dia con dia se cuente con conocimientos recientes del
funcionamiento normal y patolégico de los procesos celulares. En este sentido, la
investigacion hecha en el area de la fisiologia de la glandula tiroides no es la
excepcion, sobre todo porque aun existen diversas lagunas del conocimiento a

nivel de mecanismos moleculares.

Con base en lo anterior, en esta investigacion, se propuso llevar a cabo
un acercamiento, desde el punto de vista molecular, en el intrincado
funcionamiento del sistema intratiroideo de reciclaje de yodo (I) en el humano, con
la meta final de generar nuevo conocimiento en esta area. Ante todo, se estudio la
regulacion de la desyodasa de yodotironinas tipo 1 (ID1) y la deshalogenasa de

yodotirosinas (tDh), enzimas que participan en dicho sistema de reciclaje.

Asi, en la revisidn de la literatura se presenta una vision global y concreta
de la embriologia, anatomia e histologia de la glandula tiroides; de la misma
manera se describieron los procesos involucrados en la sintesis de las hormonas
tiroideas (HT) y su regulacion, las que juegan un papel vital en la homeostasis de
los vertebrados.

En la metodologia, se sefialan con detalle los aspectos experimentales
llevados a cabo con la finalidad de dar respuesta a los objetivos planteados.
Posteriormente se presentan los resultados del estudio.



1.1 Planteamiento del problema

El I, es un elemento quimico indispensable para el organismo, ya que
participa en una amplia gama de funciones. Sin embargo, a pesar de su
importancia en sistemas bioldgicos, su concentracion es muy escasa en la tierra,
asi como en el organismo (WHO, 2004; Zimmermann, 2009), por lo que es
considerado un oligoelemento. En la naturaleza, solamente los vertebrados
poseen un oOrgano especializado en capturar activamente este haldégeno: la
glandula tiroides (GT) (Solis y Valverde, 2006).

El principal papel del | es participar en la sintesis de HT; cuando hay una
deficiencia de |, se presentan diversas alteraciones funcionales y de desarrollo,
denominadas desodrdenes debidos a deficiencia de | o IDD (lodine Deficiency
Disorders, por sus siglas en inglés), siendo el bocio la principal manifestacion
(WHO, 2004; Andersson et al., 2005).

A nivel mundial la deficiencia de | es un problema de salud publica, que
afecta a todos los grupos de edad. Su presencia es especialmente delicada en
nifos y mujeres embarazadas, debido a las consecuencias que se manifiestan en
el desarrollo del producto (WHO, 2004; Andersson et al., 2005; Pérez-Lopez,
2007). Cuando se presenta dicha deficiencia, se produce un aumento
compensatorio de la captacion del | por la GT, mediado por una mayor secrecion
de TSH, para aumentar la sintesis de HT (Terry et al., 2006).

Por tanto, es indispensable una adecuada ingesta de |, asi como un
apropiado funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, (Vono-Toniolo y
Kopp, 2004), que garanticen la homeostasis de este oligoelemento en el

organismo.

En este sentido, el estudio de los factores que coadyuvan para la
presencia de patologias relacionadas con la alteracidén de las concentraciones de |
en la GT a nivel del organismo humano y no solo de la presencia o ausencia del |



en los alimentos, tomd un auge especial con la aplicacion de la biologia molecular
(Terry et al., 2008).

Al respecto, Rivolta et al. (2005) sefialan que los avances en la biologia
molecular han permitido descifrar los mecanismos moleculares responsables de
ciertas formas de hipotiroidismo e hipertiroidismo autoinmune, que permiten
explicar la patogenia de formas localizadas o generalizadas de la funcion de las
células tiroideas. Asi mismo, sefialan que gracias a este tipo de estudios, se han
identificado mutaciones en los genes involucrados en la ontogenia de la tiroides y
en la mayoria de los pasos del metabolismo del yodo, aunque en la actualidad,

aun queda mucho por investigar a este nivel.

A fin de que las HT ejerzan sus efectos a nivel nuclear, la prohormona
tiroxina (T4) se transforma intracelularmente a triyodotironina (T3) por un
mecanismo enzimatico denominado desyodacion (aspecto que se describira con
mas detalle en los siguientes apartados), gracias a la accion de la enzima
desyodasa de yodotironinas tipo 1 (ID1) y 2 (ID2), regulando asi las
concentraciones y acciones de las HT a nivel celular (Wang et al., 2009).

Junto con la ID1, participa la deshalogenasa de yodotirosinas (tDh), que
interviene en el metabolismo de las HT al remover el | presente en los precursores
de las HT, la monoyodotirosina (MIT) y la diyodotirosina (DIT) (Wang et al., 2009).
Asi, ID1 y tDh forman parte del sistema de reciclaje de | intratiroideo, lo que
asegura la disponibilidad de | para la nueva sintesis de HT.

A nivel molecular, existen actualmente diversos vacios en el conocimiento
sobre los mecanismos de funcionamiento de estas dos enzimas, por lo que en
funcidén de eso se planteo la presente investigacion, buscando dar respuesta a la

pregunta:



¢ Existen sitios responsivos tiroideo-relevantes presentes en los

promotores de los genes que codifican para tDh e ID17?

1.2 Justificacion

Los mecanismos involucrados en el proceso de regulacion de la sintesis
de HT han sido caracterizados en forma parcial, y es mucho lo que se desconoce
acerca de la regulacién del metabolismo intratiroideo del . Se reconoce que la
participacion de las enzimas ID1 y tDh es relevante, pero los detalles a nivel de los
promotores de los genes que las codifican aun se encuentran pobremente

definidos.

El estudio de los procesos de regulacion molecular de la GT, constituye
una de las fronteras actuales del conocimiento dentro del campo de investigacion
de la fisiologia tiroidea a nivel mundial, por lo que su estudio permitira seguir
sentando las bases sobre las que giran las patologias y tratamientos relacionados
con esta, de manera tal que se puedan generar nuevos tratamientos y ante todo,
se puedan entender aquellos sindromes derivados de diversos tipos de

alteraciones.

En este sentido, se tiene plena conciencia de que mientras mas se
comprenda la fisiologia de la GT, mejores bases poseeran los profesionales de la
salud para dirigir de forma acertada sus intervenciones en tratamiento y cuidado.

1.3 Objetivos

Generales

. Reconocer, in silico, los sitios responsivos tiroideo-relevantes presentes en
los promotores de los genes que codifican para tDh e ID1
. Identificar, in vitro, la presencia de sitios responsivos tiroideo-relevantes

presentes en los promotores de los genes que codifican para tDh e ID1.



Especificos

. Determinar, in silico, la presencia de sitios responsivos tiroideo relevantes
en los promotores de los genes que codifican para tDh e ID1.
. Determinar, in vitro, la presencia o ausencia de sitios responsivos a |, Tg y

T3 en los promotores de los genes que codifican para tDh y ID1.

1.4 Hipoétesis
Ha: Los promotores de los genes que codifican para las enzimas que constituyen
el sistema de reciclaje intratiroideo de | poseen sitios responsivos funcionales a |,

Tg y T3.



Il REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Generalidades embriolégicas, anatdmicas e histolégicas de la glandula
tiroides

Generalidades embrioldgicas

En la tercer semana de gestacion, cuando el embrién humano mide entre
3.5 y 4 mm de longitud, comienza el desarrollo de la GT (Larsen et al., 2003).
Genéticamente hablando, participan en este proceso tres factores de transcripcion
(definidos por Zannini et al., 1997 como mecanismos genéticos responsables de la
diferenciacion de los organos) tiroideo relevantes: TTF1, uno de los mas
importantes para la organogénesis (Lazzaro et al., 1991; Nonaka et al., 2008);
TTF2, responsable de la migracion de la tiroides desde una posicion sublingual a
su posicion definitiva en la traquea (Santisteban, 2004) y PAX8, el responsable de
la formacién de los foliculos tiroideos (Santisteban, 2004; Trueba et al., 2005;
Solis-S y Valverde-R, 2006; Kopp et al., 2007).

La GT se origina del revestimiento interno de la laringe (Sadler, 2007).
Los cartilagos y musculos de dicho revestimiento, provienen del mesénquima de
los arcos faringeos cuarto y sexto. Como consecuencia de la rapida proliferacion
de este mesénquima, se modifica la conformacion del orificio laringeo, que de una
hendidura sagital adquiere la forma de T. Posteriormente, el mesénquima se
transforma en el cartilago tiroides (Sadler, 2007).

En la segunda mitad de la 4 semana de gestacion, se produce una
invaginacion del tejido, para dar lugar al conducto tirogloso, a partir del cual se
desarrollaran el istmo y los lobulos laterales de la GT (Miralles y De Leiva, 1996).
El conducto tirogloso, que unia el I6bulo piramidal a la base de la lengua,
comienza a obliterarse entre las 6% y 8% semanas para luego fragmentarse y

desaparecer al concluir la embriogénesis tiroidea (Miralles y De Leiva, 1996).



Generalidades anatdbmicas

La GT es una glandula endodcrina voluminosa, impar, casi simétrica,
localizada en el en la parte mediana del tercio inferior ventral del cuello (figura 1).
Su peso en el humano adulto es de aproximadamente 15 a 20 g (Larsen et al.,
2003; Latarjet y Ruiz, 2005).

La GT esta constituida

Hueso hioides

por dos Iobulos (derecho e

Arteria carotida
interna

izquierdo) unidos por un istmo B e
superior

transversal, donde el conjunto

Cartilago tiroides

adopta la forma de H. Su parte o s — L I i oo nes

Lébulo izquierdo

inferior es mas gruesa que la Areria subclavia IR

Istmo
Traquea — Suno

superior, que se adelgaza hacia
arriba hasta terminar en un
vértice (Latarjet y Ruiz, 2005).

La cara anterior de la

Figura 1.

GT es convexa y su cara Detalles anatdomicos de la GT.
Fuente: Dvorkin y Cardinali (2003)

posterior es céncava y abraza a

los dos primeros cartilagos traqueales. Su borde inferior es corto y céncavo hacia
abajo, a veces esta desarrollado en un I6bulo tiroideo medio. Su borde superior es
concavo hacia arriba, donde llega cerca del cartilago cricoides. Desde la parte
media del borde superior, asciende el I6bulo piramidal (Piramide de Lalouette),
que es una prolongacién aplanada, alargada, cuyo vértice afinado alcanza el
borde superior del cartilago tiroides y puede llegar al hueso hioides, desde donde
esta prolongado por un ligamento suspensor, vestigio del conducto tirogloso
(Latarjet y Ruiz, 2005).



Generalidades histoldgicas

Histolégicamente, la GT consta de acinos estrechamente empacados,

denominados foliculos, los cuales constituyen la unidad anatomica y funcional de

la tiroides. Los foliculos tirodes estan formados por células epiteliales llamadas

tirocitos (figura 2) (Eynard et al., 2008). Cada foliculo se encuentra rodeado por

capilares y estroma (McPhee et al., 2003; Larsen et al., 2003).

Estructura de los foliculos tiroideos
Fuente: Eynard et al. (2008)
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Figura 2.

La capsula de la GT
consiste de tejido conjuntivo
de colageno fino del cual
parten tabiques hacia el
del

glandular y lo subdividen en

interior parénquima

lobulillos. Las células
parenquimatosas de la
glandula tiroides forman
foliculos con coloide,

compuestos por 1) células

foliculares (epitelio simple cubico) y 2) células parafoliculares (células claras)

ubicadas en la periferia de los foliculos (Gartner y Hiatt, 2007).

El interior de los foliculos esta lleno con un coloide proteinaceo claro, que

constituye la mayor parte de la masa tiroidea (Larsen et al., 2003). Dicho coloide

estd compuesto principalmente por tiroglobulina (Tg, proteina precursora en la

sintesis hormonal) y HT almacenadas (McPhee et al., 2003; Garcia-Conde et al.,

2004).

2.2 El yodo como materia prima para la sintesis de HT

La materia prima para la formacion de las HT es el I. Como se menciono,

el | es un micronutriente indispensable para la vida de los vertebrados. Su



importancia se debe a que sin él, no pueden sintetizarse las HT (Morreale y
Escobar, 2008).

El | entra al cuerpo en el agua o en los alimentos, convirtiéndose de esta
manera en yoduro (I') en el estdmago (Jara, 2001; Morreale y Escobar, 2008). La
ingestion recomendada de | en el adulto es de 150 ug/dia, si es inferior a 50 ug/dia
para los adultos (ver tabla 1), la GT es incapaz de mantener una secrecion
hormonal adecuada y como consecuencia se presenta hipertrofia tiroidea (Bocio) e
hipotiroidismo (tabla 2) (Jara, 2001).

Tabla 1. Ingesta de | recomendada por grupo de edad

GRUPO EDAD | (ug/dia)
Prematuros > 30
Nifios 0-5 meses 90
6-12 meses 90
1-3 afios 90
4-6 afos 90
7-10 afos 120
Adultos 150
Mujeres embarazadas 250
Mujeres lactantes 300

Fuente: Morreale y Escobar (2008).

El principal aporte de | esta en la alimentacidén. Las algas marinas del
sushi, del género Laminaria (Wakame, Kombu, etc.) son el alimento que mas |
contiene (Markou et al., 2001), seguido por los productos lacteos, huevo y carne.
La sal aporta muy poco I, a no ser que se adicione artificialmente (sal yodada)
(Muela et al., 2008). El I', se absorbe con rapidez en el tubo digestivo y se

distribuye al torrente sanguineo.



Aunque la concentracion de I en el liquido extracelular varia en relacion

directa a su ingestion, lo habitual es que sea bastante baja por su captacion por la

tiroides y eliminacioén por los rifiones (Jara, 2001).

Tabla 2. Desoérdenes por deficiencia de | en diferentes etapas de la vida

PERIODO
DE LA VIDA

PROBLEMATICAS

FETO

Abortos

Mortinatos

Anomalias congénitas

Incremento de la mortalidad perinatal
Cretinismo endémico

Sordomudez

Neonato

Bocio neonatal

Hipotiroidismo neonatal

Retraso mental endémico

Incremento de la susceptibilidad de la GT a radiacion nuclear

Nifios y
adolescentes

Bocio

Hipotiroidismo (subclinico)

Hipertiroidismo (subclinico)

Deterioro de la funcién mental

Retraso en el desarrollo fisico

Incremento de la susceptibilidad de la GT a radiacion nuclear

Adulto

Bocio, con sus complicaciones

Hipotiroidismo

Deterioro de la funcion mental

Hipertiroidismo espontaneo en la vejez

Hipertiroidismo inducido por |

Incremento de la susceptibilidad de la GT a radiacion nuclear

Fuente: WHO, 2004.

La GT capta aproximadamente 115 ug de | en 24 h; cerca de 50 ug se

utilizan para la sintesis de hormonas y se almacenan en la tiroglobulina, mientras

que el resto regresa al liquido extracelular. En promedio 8 a 10 mg de | se

almacenan y protegen al organismo contra la carencia de este elemento. Este |

hormonal esta unido a proteinas séricas fijadoras de tiroxina, que constituyen el

almaceén circulante de alrededor de 600 pg de | hormonal (Ts y T4). La mayor

parte del | de la dieta se excreta en orina (aproximadamente 485 ug/L) (Jara,

2001). En la figura 3 se muestra un esquema del metabolismo del I.

10



,,,,,, N

Tubo \
\digestivo |
\

<8 /
/Reserva de yom
( (LEC) } 500 ug |
(150 pg I7)
\\ 3 / PN
60 ug |

‘
[' (/ Tejidos \
\ | (higado, musculo, %

|

\
|
|
\Reserva tiroidea / otros) '
\\. (8000 ug\l)/ ‘ ;
’ n | 15 ug | / |
\/\ / / (bilis) / /

75ugl 75ug | ; /,l /
/

(T4 + T3\ / \ (T4 +T3) /" /
Reserva y:
1 hormonal ‘/
(Tg+Ty)
600 pg 1)
485 ng | 15ugl
(orina) (heces)

Figura 3. Metabolismo del I. Los valores indicados son representativos de los que se encontrarian
en una persona sana que ingiere 500 ug de | al dia.

Fuente: Greenspan y Gardner(1998).

2.3 Las hormonas tiroideas

Las HT (figura 4) poseen diversos efectos en el organismo (Garcia-Conde
et al., 2004) (tabla 3). La triyodotironina (T3) y la tiroxina (T4) son el resultado de
acoplamiento de dos yodotirosinas (Carrasco, 2005). Las HT participan en
diversos procesos fisiolégicos como son la termorregulacién, el consumo de
oxigeno, la sintesis y degradacion de lipidos, glucogénesis y utilizacion de
glucosa, la formacion de vitamina A, contraccion muscular, la motilidad intestinal,
etc. Sin embargo, quiza su papel mas relevante es durante el desarrollo fetal,
donde son primordiales en la formacion del sistema nervioso central, afectando la
proliferacion, viabilidad, diferenciacion, migracion, sinaptogénesis y mielinizacion

de las células nerviosas (Cuevas, 2007).
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3,5,3',5-TETRAYODOTIRONINA (TIROXINA, T4)

3,5,3'.-TRIYODOTIRONINA, T3

Figura 4.
Estructura quimicade la Tz y Ty
Fuente: Jameson (2007)

Las HT regulan el ritmo de
diversos procesos metabdlicos, los cuales
se describen a continuacion (Sherwood,
2001; Solis-S y Valverde-R, 2006;
Jameson, 2007; Eynard et al., 2008):

. Ejercen su efecto al unirse a
receptores del nucleo de las células
“blanco”, donde activan la transcripcion de
ARNmM especificos, con incremento de la

sintesis y el metabolismo de proteinas y carbohidratos.

* Su elevacion acelera el metabolismo basal, mientras que una disminucién lo

reduce. Las HT son los reguladores mas importantes del consumo de O,.

* Su aumento en la circulacién inhibe la produccién y secrecion hipotalamica de

la hormona liberadora de la tirotropina (TRH), y la Hormona Estimulante de la

Tiroides o TSH, siendo esta ultima la responsable de la produccién y liberacion

de T4 Yy T3.

El aspecto mas relevante de las HT es que su deficiencia o exceso puede

conducir a procesos patoldgicos como el bocio (incremento en el volumen de la

GT), hipotiroidismo (disminuye en los niveles circulantes de HT), cretinismo

(alteracion irreversible en el desarrollo y crecimiento), hipertiroidismo (incremento

en los niveles circulantes de las HT), etc. (Eynard et al., 2008).
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Tabla 3. Algunas funciones y efectos de las HT en el organismo.

Funcion

Efecto

Calorigénesis

Aumento de la glucdlisis y consumo de oxigeno. Sintesis de agentes
desacoplantes en la grasa parda.

Vitaminas

Participacion en la sintesis de la vitamina A. Aumento en la demanda de otros
componentes del complejo B. Disminucion de la fosforilacion de tiamina.

Crecimiento y
diferenciacion
celular

Aumento en el crecimiento somatico. Maduracion del sistema nervioso.
Osificacion epifisiaria.

Sistema nervioso
central

Esenciales en el desarrollo y maduracién neuronal. Modulan la velocidad de
conduccion-excitacion y los patrones de conducta.

Aumento de la absorcién y utilizacién de glucosa, glucogendlisis.

Carbohidratos Degradacion de insulina.
. Efecto inotrdpico y cronotrépico. Sinergismo con catecolaminas.
Corazén
. Disminucion de la conversién de creatina a fosfocreatina.
Musculo
Metabolismo

hidroelectrolitico

Aumento en la filtracion glomerular y diuresis extracelular de sodio.

Fuente: adaptado de Solis-S y Valverde-R (2006).

2.3.1 Mecanismo de sintesis

La sintesis de T4 y T3 por la GT incluye nueve etapas principales (Figura

5) (Sherwood, 2001; Greenspan y Gardner, 2005; Kopp en Braverman y Utinger,
2005; Solis-S y Valverde-R, 2006; Levy et al., 2006):
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Figura 5. Sintesis de las HT. Se detallan a continuacidn los pasos clave en el proceso de sintesis
hormonal:

a) El | se captura; b) Se transporta y c) se organifica en residuos tirosilo selectos de la Tg, dando
origen a la monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT); d) Las yodotirosinas son acopladas para
dar origen a las HT; e) todavia unidas a las moléculas de Tg. f) A continuacion la Tg es endocitada
e hidrolizada para liberar a las HT y a las yodotirosinas no acopladas. g) Finalmente, se lleva a
cabo la desyodacion intratiroidea por parte de la deshalogenasa de yodotirosinas (tDh) y h) la
desyodasa tipo 1 (ID1), lo cual permite la reutilizaciéon o reciclaje del halégeno. i) Finalmente, las
HT pasan a través de la membrana basolateral del tirocito para ser llevadas a los tejidos.

Fuente: adaptado de Solis-S y Villalobos (2008).

a. Captacion de I. El paso inicial es el transporte activo de | a través de la

membrana basal desde la circulacidén hacia la GT. Este paso se conoce como
transporte activo del yoduro al interior del tirocito y es llevado a cabo por el
simportador Na*/I" (NIS). El paso del | dentro de la GT es contra el gradiente
quimico y eléctrico de la glandula.

b. Formacion de Tg madura. La Tg se sintetiza en el reticulo endoplasmico,

gobernado por factores de transcripcion como TTF1, TTF2 y PAX8. La Tg es

una larga glicoproteina, que sirve como matriz para la sintesis de tiroxina (T4) y
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triyodotironina (T3). La tiroglobulina (Tg) es un precursor de las HT; es
sintetizada por los tirocitos y secretada dentro del lumen de los foliculos
tiroideos, donde es almacenada como el mayor componente del coloide. En la
interfase entre la célula y el coloide, modificaciones postraduccionales de la Tg
ocurren, las cuales estan caracterizadas por el acoplamiento de residuos tirosilo
con el |, permitiendo la formacion de residuos de HT con la molécula de Tg. La
liberacidon hormonal requiere que se tome Tg del coloide por los tirocitos
mediante endocitosis (Marind y McCluskey, 2000).

El proceso de internalizacion y degradacion de Tg por el tirocito debe ser
estrictamente regulado para proporcionar cantidades adecuadas y evitar la
liberacidon excesiva de HT. Un gran problema deriva de la extremadamente alta
concentracion de Tg dentro del coloide, la cual puede llegar a 800 mg/mL
(Marind y McCluskey, 2000).

Después de su sintesis, las cadenas peptidicas nacientes de Tg se
separan en mondomeros que forman dimeros estables. En este paso participan
proteinas acompafnantes (llamadas chaperonas) tales como calnexina,
proteinas de union (BIP), proteina 94 (GRP94) y proteina disulfuro isomerasa
(PDI). Estas proteinas se localizan en el reticulo endoplasmico y facilitan el
correcto plegamiento de Tg. Las chaperonas escoltan a la Tg hasta el aparato

de Golgi para su glucosilacion.

. Transporte apical de |I. Aqui el yoduro es transportado desde el polo apical del

tirocito hacia la cavidad folicular mediante la proteina pendrina (PDS).

. Oxidacién y organificacion. Justo dentro del lumen del foliculo, el | es

incorporado dentro de moléculas particulares del tirocito, en sitios especificos
dentro de la Tg. Este paso es llevado a cabo por la enzima peroxidasa tiroidea
(TPO), la cual oxida al I', que le permite organificarse o unirse a la molécula de
la Tg, especificamente en ciertos residuos tirosilo (llamados sitios

15



hormonogénicos). Este paso permite la formacién de las yodotirosinas mono-
yodo-tirosina (MIT), que posee dos atomos de | y di-yodo-tirosina (DIT) con un

solo atomo de I.

e. Acoplamiento. Union de 2 residuos yodotirosilo, generando la estructura final de

la HT. Las yodotironinas producidas en este proceso, asi como las
yodotirosinas no acopladas, permanecen unidas a la Tg dentro del coloide,
constituyendo asi un depdsito glandular de HT y de |. Una molécula DIT es
yuxtapuesta con otra molécula DIT para formar T4, 0 con una molécula MIT

para formar Ts.

. Protedlisis de tiroglobulina. En respuesta a la demanda de hormona tiroidea, la

tiroglobulina es internalizada a la célula folicular por micro y macropinocitosis y

digerida en los lisosomas, liberandose T4y T3, asi como MIT y DIT.

. Desyodacioén de yodotirosinas. Las yodotirosinas, que contienen el 60% del |

presente en la Tg, son desyodadas por la deshalogenasa tiroidea (tDh), enzima
que permite que este | removido pueda “reutilizarse” e iniciar otro ciclo de

sintesis hormonal.

. Desyodacion intratiroidea de T4 a Ts. Aqui, la desyodasa de yodotironinas o ID1

(en este caso la tipo 1, que es la que funciona a nivel de glandula tiroides [ver
mas adelante]) desyoda la T4 para producir T3, lo cual también permite que el |
liberado sea reutilizado en otro ciclo de sintesis hormonal, e incrementa la

cantidad de T3 liberada hacia la circulacion periférica.

i. Finalmente, las HT pasan a la circulacién a través de la membrana basolateral

del tirocito, donde son llevadas a los tejidos blanco (Solis-S y Valverde-R,
2006).
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La concentracidn plasmatica normal de la T4 es de 8 pg/dL y de la T3 de
aproximadamente 0.15 pg/dL. A nivel sanguineo, ambas hormonas se enlazan a
las proteinas plasmaticas, entre las cuales se incluyen la albumina, la transtiretina
y la globulina fijadora de tiroxina (TBG). Las proteinas fijadoras de hormona
tiroidea sirven sobre todo para transportar T4 y T3 en el suero y facilitar su
distribucion uniforme a nivel tisular (McPhee et al., 2003).

Las HT pueden ser metabolizadas por distintas vias: desyodacion,
sulfatacion, conjugacidon con acido glucoronico, descarboxilacién y desaminacion.
Aproximadamente el 80% de la T4 se metaboliza mediante desyodacién, y cerca
del 20% se excreta por las heces en forma de conjugados con acido glucorénico
(Jara, 2001; Brandan et al., 2002).

2.4 Regulacion en la produccién hormonal

2.4.1 Eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides

La TRH es un tripéptido sintetizado y secretado en el hipotalamo por las
neuronas del nucleo paraventricular. La TRH se secreta al sistema venoso porta
hipofisario, y llega a la hipdfisis anterior, donde regula la sintesis y liberacion de la
TSH (Greenspan y Gardner, 1998).

En la hipdfisis anterior, la TRH se une a receptores especificos de
membrana en las células tirotropas y secretoras de prolactina, lo que estimula la
sintesis y liberacion de TSH. Las HT provocan una deplecion lenta de receptores
hipofisarios para TRH, lo cual disminuye la respuesta a ésta, inhibiendo la
produccion de TRH y TSH. EIl estrogeno aumenta los receptores para TRH,
incrementando la sensibilidad hipofisiaria a esta hormona (Greenspan y Gardner,
1998).
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La TSH, es una glicoproteina, sintetizada y secretada por los tirotropos de
la hipdfisis anterior (Greenspan y Gardner, 1998). Esta hormona desempefia un
papel crucial en el control fisiologico de la sintesis de las HT, al incrementar la
produccion de practicamente todas las proteinas involucradas en |la
hormonogénesis (Levy et al., 2006; Jameson, 2007). De esta forma, la TSH es el
factor regulador primario del crecimiento de las células tiroideas; logrando su
efecto al unirse al receptor especifico de TSH (TSH-R) en la membrana del
tirocito. La TSH tiene muchas acciones en la célula tiroidea, la mayor parte de
ellas son mediadas por el AMPc, pero también puede estar implicado el sistema
de activacion del fosfatidilinositol (PIP2) con aumento del calcio intracelular

(Greenspan y Gardner, 1998).

El punto de ajuste en este eje es el establecido por la TSH, donde el
mecanismo se realiza a través del hipotalamo. Asi, la Hormona Liberadora de
Tirotropina o TRH es el principal regulador positivo de la sintesis y excrecion de
TSH (Ver figura 6) (Jameson, 2007).

Una de las acciones de la TSH en el tirocito es inducir con rapidez la
formacion de pseudopodos en el limite célula-coloide, lo que acelera la resorcion
de Tg. De la misma manera, la TSH estimula todas las fases del metabolismo del
|, desde el incremento en la captacion y transporte de | hasta el aumento en la
yodacion de la Tg, y el incremento en la secrecion de hormonas de transporte de |,
mientras que la hidrélisis de PIP; y la elevacién de Ca* intracelular estimulan la
yodacion de la Tg (Greenspan y Gardner, 1998).

El efecto de la TSH en el transporte de | es bifasico: al principio, disminuye
(eflujo de 1) y, después de un lapso de varias horas, incrementa la captacion de |I.
El eflujo puede deberse a aumento rapido en la hidrdlisis de tiroglobulina con
liberacion de la hormona y drenaje de | fuera de la glandula. Otra funcion de la
TSH es el favorecer el incremento del ARNm para la tiroglobulina y peroxidasa
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tiroidea (TPO), con aumento en la incorporaciéon | en forma de MIT, DIT, Tz y Ta.
Asi mismo, se incrementa la actividad lisosomal, con aumento de T4y T3 a partir

de la glandula (Greenspan y
Hipotalamo

.\@ Gardner, 1998).
T \
LN -

1 .
} Los niveles reducidos

-

i de HT aumentan la produccion
i 3/ '\ basal de TSH y potencian la
estimulacion de TSH mediada
por TRH (debido a la falta de
retroinhibicién). Los niveles
elevados de HT suprimen de
forma rapida y directa la TSH
e inhiben la estimulacion de la

TSH mediada por TRH, lo que

Figura 6. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides indica que las HT son el

Se observa la retroalimentglcién que gxistg entre la TRH regulador dominante en la
y la TSH para la regulacion de la sintesis hormonal.
Fuente: Greenspan (1998) produccion de TSH. Sin

embargo, hay ciertos estados patoldgicos, como el bocio multinodular toxico, que
favorecen que la GT actue de forma independiente, sin la regulacion de la TSH
(Alvarez et al., 2004).

2.4.2 Yodo

En este sentido, el | por si mismo actua como un regulador de la sintesis
de la HT, donde ante un incremento significativo en los niveles circulantes de |, se
produce un bloqueo en la sintesis de HT, situaciéon que se denomina efecto Wolff-
Chaikoff, el cual es transitorio y la sintesis hormonal se reanuda a las 24-48 horas
posteriores, por adaptacion o escape de esta inhibicién (Brandan et al., 2002).

Con base en Eng et al. (1999, 2001) y Pearce et al. (2002), el efecto
Wolff-Chaikoff se genera al haber ingesta excesiva de |, produciéndose una
disminucién en el ARNm del NIS y de su proteina, que a su vez lleva a la
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disminucion de la concentracion de | intracelular. De igual manera, Kanno et al.
(1992) sefnala que en respuesta a este efecto, hay una inhibicién en la sintesis de
tiroglobulina; asi mismo hay una inhibicion de la NADPH (Cardoso et al., 2001).
Asi, Pearce et al. (2002) explica que este fenomeno no se da en todos los
individuos y es una forma en que se puede presentar hipotiroidismo inducido por I,
ya que, a pesar de la exposicion sostenida al |, muchos individuos no pueden
“‘escapar” al efecto agudo del Wolff-Chaikoff y continuar con la sintesis normal de
las HT.

De acuerdo con Greenspan y Gardner (1998), el exceso de | inhibe
muchas funciones tiroideas que incluyen: transporte de I', formacion de AMPc,
generacion de H>O,, sintesis y secrecién de hormona, y la union de TSH y TSH-R
a su receptor para TSH.

2.4.3 Tiroglobulina

Recientemente se ha reportado que la propia Tg ejerce efectos
reguladores predominantemente inhibitorios sobre el proceso de sintesis de las
HT; sin embargo, los mecanismos responsables de este efecto permanecen en

parte, desconocidos (Kohn et al., 2001).

Bizhanova y Kopp (2009) sefialan que se ha mostrado que la tiroglobulina
participa en la supresion de genes tiroideo especificos, incluyendo el receptor a
TSH, NIS, TPO y TG. La presencia de la tiroglobulina permite disminuir la
expresion del gen que codifica para el NIS, lo que genera una reduccion

subsecuente del consumo de |, in vitro.
In vivo, la acumulacién de tiroglobulina en el lumen folicular suprime el

consumo de |. Se ha sugerido que la relacién inversa entre la concentracion de

tiroglobulina en el lumen folicular y el | consumido puede ser importante en la
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regulacion de la funcién tiroidea bajo niveles constantes de TSH y promover el
flujo de | dentro del lumen folicular (Bizhanova, 2009).

2.4.4 Triyodotironina

Aunque las HT pueden actuar en el organismo via mecanismos no
genomicos, pueden ejercer su funcion mayormente por la interaccion con sus
receptores nucleares (TRs por sus siglas en inglés). Los TRs son factores de
transcripcion que regulan la actividad de T3 hacia genes especificos dependientes
de ligando. Por lo tanto, el efecto biolégico de T3 en determinado tejido depende
de un numero variado de factores (Basset, 2003 citado por Puzianowska et al.
2006).

En la GT, T3 incrementa marcadamente el ARNm del gen que codifica
para la ID1, esto como consecuencia de la interaccion directa de T3 con el TR
(Toyoda et al., 1995).

2.5 Las desyodasas de yodotironinas

La desyodacion es la transformacion metabodlica mas importante de las
HT, la cual se encuentra catalizada por enzimas denominadas desyodasas, de las
cuales se conocen tres tipos: ID1, ID2 e ID3. Dichas enzimas se han clonado y su
secuencia de aminoacidos se ha definido (Jara, 2001).

Las desyodasas son selenoproteinas, ya que tienen el aminoacido
seleno-cisteina (Se-Cys) presente en el sitio activo de la enzima. La insercion de
este aminoacido requiere por una parte, la presencia en el ARNm del codén UGA,
comunmente reconocido como codon de paro, pero que en este caso codifica para
Se-Cys (Jara, 2001). De la misma manera, poseen un elemento SECIS
(selenocysteine insertion sequence) en la regiéon 3’ no traducida (UTR) de su

ARNm (Gereben et al., 2008). Estas desyodasas poseen diferencias cataliticas y
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sustratos especificos (ver tabla 4) (Toyoda et al., 1997), por ejemplo, para ID1 el
sustrato predilecto es rTs, para ID2 son T4y rT3 y para ID3 son T3 y T4 (Gereben et
al., 2008).

Las 3 desyodasas, estan presentes en todos los vertebrados estudiados
hasta la fecha, indicando que la desyodacion de la HT es un componente
intrinseco en la homeostasis de la HT. En experimentos llevados a cabo en
animales, se ha concluido que los cambios coordinados en la expresion y actividad
de estas enzimas asegura la homeostasis de HT y la produccién constante de Ts,
constituyendo el mayor mecanismo para la adaptacion a los cambios como ingesta
de |, hambruna y modificaciones en la temperatura del medio ambiente (Bianco,
2004).

La actividad biolégica de las HT depende en gran medida de la
localizacion de los atomos de | dentro de la molécula (Greenspan y Gardner,
2005). Las desyodasas regulan la actividad de las HT, eliminando las fracciones 5
0 5’ de | de la molécula precursora T4 (Bianco y Kim, 2006).

La desyodacion del anillo externo de la T4, produce T3, que es entre 3 a 8
veces mas potente que T4 para ejercer sus efectos bioldgicos. La desyodacion del
anillo interno de la T4 produce T3 reversa (rTs), metabdlicamente inerte. La
monodesyodacion del anillo externo de la tiroxina aumenta la actividad metabdlica
del compuesto resultante (paso de T4 a T3); la del anillo interno es un “descenso”
como proceso de inactivacion de la hormona (paso de T4 a rT3) (Greenspan y
Gardner, 2005).

La desyodasa tipo 1 es la mas abundantemente expresada en multiples
tejidos. Tiene una afinidad mas o menos baja por la T4 (Jameson, 2007). Su
funcidén principal es proporcionar T3 al plasma (Greenspan y Gardner, 2005),
aunque no es su mayor productor (Gereben et al., 2008); aumenta en el
hipertiroidismo (Greenspan y Gardner, 2005) y disminuye en el hipotiroidismo. La
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inhibicion de esta enzima deteriora la conversién de T4 a T; (Greenspan y

Gardner, 2005).

Tabla 4 Caracteristicas particulares de las desyodasas

PARAMETRO ID1 ID2 ID3
Anillo que desyoda Interno y externo externo interno
Posicion en que 505 5 5
desyoda
Masa molecular (kDa) 29 30 32
Selenocisteina Presente Presente Presente
Vida media > 12 horas ~20 minutos Horas
Localizacion 1p32-p33 14924.3 14932
cromosomica
Accion fisiologica Proporciona Ts al | Proporciona T3 | Inactiva Tz y Ty

plasma intracelular
Localizacion tisular Higado, rifién, musculo, | SNC, hipdfisis, tejido | Placenta, SNC, piel,
tiroides graso pardo y | higado fetal
placenta

Hipotiroidismo

Disminuye en higado y
rifién. Aumenta en
tiroides

Aumenta en todos los
tejidos

Disminuye en cerebro

Hipertiroidismo

Aumenta en tiroides
Aumenta en higado y
rifidn

Disminuye en la
mayoria de los tejidos.
Aumenta en tiroides

Aumenta en cerebro

Fuente: Greenspan (2005); Gereben et al. (2008); Germain (2009).

La desyodasa tipo 2 cataliza exclusivamente la desyodacion del anillo

externo, generando la forma activa de la HT T3 por desyodacion de T4. Su efecto
principal es mantener un valor constante de T3 intracelular en los tejidos que la
expresan. La reduccion de T4 circulante eleva con rapidez sus concentraciones en
cerebro y células hipofisiarias; las concentraciones altas de T4 sérica reducen su
cantidad, lo que protege a las células cerebrales de cantidades excesivas de T;
(Greenspan y Gardner, 2005). Permite regular localmente las concentraciones de
T3, una propiedad importante en la reposicion de la T4; la expresion de esta

enzima se encuentra regulada por la HT (Jameson, 2007).

La desyodasa tipo 3 inactiva la T4 al convertirla en rT3 y la T3 al convertirla
en 3,5-T,. Esta enzima se eleva en el hipertiroidismo y disminuye en el
hipotiroidismo, con lo que ayuda a proteger al feto y al cerebro del exceso o

deficiencia de T4 (Greenspan y Gardner, 2005).
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La actividad de las desyodasas puede substancialmente alterar la
sefializacion de la HT, en una célula especifica (Bianco y Kim, 2006). De forma
general, las funciones de las deyodasas son tres:

a. Al estar expresadas en los tejidos periféricos, proporcionan los medios para los
controles tisular y celular locales de la actividad de las HT.

b. Permiten la adaptacion del organismo a los estados cambiantes del ambiente
como la insuficiencia de | o la enfermedad cronica.

c. Tienen participacion importante en el desarrollo temprano de muchos
vertebrados.

Para fines de este proyecto, la desyodasa con la que se trabajara sera la
tipo 1, puesto que es la que esta presente en la GT, por lo que a continuacion se

presentan mayores detalles de la misma.

La desyodasa de yodotironinas tipo 1 (ID1), es el producto del gen Dio1,
el cual se encuentra localizado en el cromosoma 1 en el humano. Este gen posee
cuatro exones con el codén UGA en el exon 2 y el codon de paro y el elemento
SECIS en el exdn 4. Su proteina es de ~ 27 kDa (Gereben et al., 2008).

Se ha demostrado que la Tz incrementa marcadamente el ARNm del gen
Dio1, como consecuencia de la interaccion de T3 con el receptor de la HT. La
induccion en la expresion del gen requiere la interaccién del ligando con el
receptor de T3, el cual se une a una secuencia especifica de ADN denominada
Elementos Responsivos a Hormonas Tiroideas (TREs, por sus siglas en inglés).
Estos TRE usualmente se encuentran en la region 5’ de los genes responsivos a
T3 (Toyoda et al., 1995).

El papel de esta desyodasa sobre la salud aun no es claramente

conocido, sin embargo, como se mencioné previamente, su actividad se
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incrementa en pacientes con hipertiroidismo, ya que en este padecimiento la
desyodacion por ID1 de T4 es la principal fuente extratiroidea de T3 (Gereben et
al., 2008; Bianco y Kim, 2006).

La ID1 convierte T4 a T3 proporcionando una fraccion significativa (~50%)
de T3 en plasma en el humano hipertiroideo, pero una fraccion mucho mas baja
gue en el estado eutiroideo. En parte, esto es causado por el hecho de que la
expresion del gen Dio1 incrementa en respuesta a T3z (Zhang et al., 1998).

Esta desyodasa se encuentra regulada por una gran cantidad de factores,
como factores de crecimiento y citoquinas. De la misma manera, la deficiencia de
selenio reduce la actividad de la desyodasa, aspecto que se ha comprobado en
estudios llevados a cabo en lineas celulares (Jakobs et al., 1997).

2.6 Deshalogenasa de yodotirosinas.

Las yodotirosinas MIT y DIT, son desyodadas por una deshalogenasa
intratiroidea y recicladas para la nueva sintesis de HT (Vono-Toniolo y Kopp,
2004). Esta desyodacion enzimatica es un proceso reductivo que permite que el |
y la tirosina sean reutilizados para la sintesis de tiroglobulina (Gnidehou et al.,
2004). Debido a que MIT y DIT contienen la mayor cantidad de | dentro de la GT,
estos son desyodados para el reciclaje del | y preservacion de este raro elemento
(Afink et al., 2008).

La desyodacion de las yodotirosinas ocurre predominantemente en los
microsomas (aparato de Golgi) y requiere NADPH como un cofactor. La
deshalogenasa es una proteina transmembranal, presente en la membrana
plasmatica celular y localizada mayormente en el polo apical del tirocito. Asi
mismo, la catepsina B, K y L contribuyen a la protedlisis extracelular de
tiroglobulina en la superficie apical de la célula.
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El tDh, ha sido identificado como el gen que codifica para la
deshalogenasa de yodotirosinas (tDh) en la tiroides, la cual, como se ha visto,
participa en el control del reciclaje de | en la sintesis de HT (Kopp, 2008). Dicho
gen posee un tamano de 33 kDa y esta localizado en el cromosoma 6 (Krause et
al., 2007).

La deshalogenasa es una proteina que pertenece a las nicotinamida
adenindinucledtidos, de la superfamilia de oxidasa/Flavin reductasa. Su secuencia
esta altamente conservada entre los mamiferos. Esta enzima es mayormente
expresada en la tiroides, pero ademas se ha detectado en el higado, rifidn y colon.
La identificacion del gen que codifica para esta enzima, ha proporcionado detalles
bioquimicos en la desyodacion in vitro de MIT y DIT (Afink et al., 2008).

Los defectos congénitos en la desyodacion de MIT y DIT generan una
liberacion excesiva de |, provocando una deficiencia de | que lleva a hipotiroidismo
con bocio de tamario variable (Gnidehou et al., 2004).

La presencia de defectos en la deshalogenasa de yodotirosinas entre
personas con hipotiroidismo hereditario, es desconocida. Se especula que la
expresion limite durante el periodo neonatal y un posible enmascaramiento de
estos defectos como un bocio no autoinmune, podria generar un subdiagnéstico
del defecto en el gen (Moreno et al.,, 2008). La tabla 5 muestra los distintos
defectos en este gen.

Tabla 5. Mutaciones en el gen tDh1.

Mutacioén Consecuencia

Arg101—>Trp Neutraliza la actividad del gen.
Ausencia del flavin mononucleétidos-dependiente en la actividad de la
deshalogenasa de yodotirosinas.

lle116—Thr Deja residuos significativos de la actividad de la Deshalogenasa de
Yodotirosinas (6tDh).
Disminucion de la actividad de la desyodasa de yodotirosinas.

Phe105- Neutraliza la actividad del gen.
lle106—Leu Ausencia del flavin mononucleétidos-dependiente en la actividad de la
deshalogenasa de yodotirosinas.

Fuente: adaptado de Moreno, et al. (2008).
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2.7 Estructura basica de un gen y su promotor

Un gen es una secuencia de ADN, de doble cadena, que codifica para un
producto especifico. Este producto puede ser una proteina (como en el caso de la
mayoria de los genes) o puede ser ARN (como en el caso de los genes que
codifican para ARNt y ARNr). El rasgo crucial es que el producto desconocido se
produce lejos del sitio de sintesis para el que actua (Lewin, 2000, 2008). Dentro
del mismo gen, s6lo una de las dos cadenas de ADN, la cadena molde, suele
transcribirse a ARN (Pierce, 2006).

Se entiende por unidad de transcripcion al tramo de ADN que codifica una
molécula de ARN y las secuencias necesarias para la transcripcion. Dentro de la
unidad de transcripcion se reconocen tres sitios criticos (figura 7): un promotor,
una secuencia que codifica ARN y un terminador (Pierce, 2006). Para fines del

proyecto, profundizaremos en los aspectos generales de la region promotora.

EN DIRECCION 5' EN DIRECCION 3'
CADENA NO MOLDE PROMOTOR REGION CODIFICADORA DE RNA
-€ > € >
Al \J
DNA 5 h .

\J

3’ N 5

CADENA MOLDE | I TERMINADOR T

SITIO DE INI(IIA(II()N SITIO DE TERMINACI{)N
DE LATRANSCRIPCION DE LATRANSCRIPCION

Figura 7. Unidad de transcripcion y sus elementos criticos
Se aprecia la posicién del promotor en el gen, la direccién en que se lleva a cabo la transcripcién y
los elementos para que se realice esta ultima.
Fuente: Lewin (2008)

Un promotor es una region de ADN involucrada en el reclutamiento de la
ARN polimerasa que inicia la transcripcion genética (Santisteban, 2004). La

informacion para la funcion de un promotor es proporcionada directamente por una
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secuencia de ADN: su estructura es la sefal (Lewin, 2000). El promotor indica cual
de las dos cadenas de ADN debe ser leida como molde y la direccion de la
transcripcion, asi como el primer nucledtido que sera transcrito a ARN (Pierce,
2006).

Los factores de transcripcion se unen a sitios responsivos especificos,
localizados dentro de la regiéon promotora de los genes blanco, donde llevan a
cabo su efecto generalmente incrementando la tasa de transcripcion y por

consiguiente a la proteina activa (Santisteban, 2004).

Los genes se encuentran activos solo en las células en las que son
expresados y en las cuales iniciaran su transcripcion, siempre y cuando posean
los elementos necesarios. En este sentido, la transcripcién de un gen en estado
activo, esta dada por la interaccion del ARN polimerasa con el promotor. Un
elemento (enzima, proteina, molécula, etc.) que hace que un gen responda a
estos factores se determina por su posicion dentro del promotor, dado que este

posee elementos de respuesta o sitios responsivos (Lewin, 2008).

En resumen, “un gen es regulado por una secuencia en el promotor o
enhancer, que es reconocido por una proteina especifica. La proteina funciona
como un factor de transcripcion necesario para que la ARN polimerasa inicie. La
proteina activa esta disponible s6lo bajo condiciones donde el gen va a ser
expresado” (Lewin, 2008; Pierce, 20006).
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. METODOLOGIA

La presente investigacion contempl6 dos etapas: 1) modelo in silico 'y 2)

modelo in vitro. A continuacion se describe cada una de ellas.

3.1 Modelo in silico

Para llevar a cabo este proceso, se realizaron los siguientes pasos:

a)

b)

En la base de datos de la Universidad Santa Cruz, en California
(UCSC, http://genome.ucsc.edu/) se obtuvo una secuencia de 2 Kb
de la region promotora de los genes que codifican para las enzimas
Dio1 y tDh, tanto para humano como para rata (modelo animal mas
utilizado en estudios in vitro).
Se introdujo la secuencia de cada una de las enzimas (de humano y
rata) en dos bases de datos, una publica y una privada, para poder
obtener informacién especifica relacionada con los elementos cis, o
que permitio realizar predicciones de los elementos tiroideos que
codifican para la region promotora de las enzimas sujeto de estudio.
Las bases de datos utilizadas se describen como sigue:

* Genomatix-Matinspector

(http://www.genomatix.de/online help/help matinspector/matins

pector _help.html). Software de caracter privado. Para poder

tener acceso ilimitado a sus funciones, es necesario cubrir una
cuota. Mediante el registro personal del investigador, se puede
trabajar en una version demo.

* TransFac-Patch 1.0

(http://www.biobase-international.com/product/transcription-

factor-binding-sites). Software de caracter publico. No se

requiere cubrir ninguna cuota para poder trabajar en él.
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c) Se utilizaron los siguientes elementos responsivos para ubicar las

posiciones:

Tabla 6. Denominacién responsiva de los elementos tiroideo relevantes y su

secuencia consenso

NOMBRE COMUN NOMBRE ALTERNO SECUENCIA CONSENSO
ELEMENTO TIROIDEO
TTF2 FOXE
TTF1 NKX2.1 CCAAT
PAXS8 PAXS8 GGCAGGTAAGCACGAA
T3 RXR RGGTCA
YRRGGTCA
TSH CAMP/AMPc

d) Se llevo a cabo una revision bibliografica exhaustiva en la base de

datos de PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), para

identificar la informacion existente sobre los promotores de estudio,

en modelos in vitro (figura 8).

Titulos localizados de la base
de datos de PubMed:
Sobre Dio1 n=753
Sobre tDh n= 3754

Titulos localizados sobre los
promotores de los genes:
Dio1 n= 34
tDh n= 86

Titulos que sefialan sitios
responsivos de los
elementos tiroideo

relevantes en los
promotores:
Dio1n=3

Titulos localizados
potencialmente relevantes y
obtenidos en texto completo:

Dio1n=13
tDhn=5

Figura 8. Proceso de busqueda de articulos sobre Dio1y tDh en la base de datos de PubMed.

30




3.2 Modelo in vitro
3.2.1 Creacion de vectores reporteros

Extraccion de ADN gendémico

A partir de una muestra sanguinea de 3 mL, se obtuvo ADN genomico,
utilizando las instrucciones del fabricante del kit empleado (Wizard Genomic DNA
Purification Kit by Promega).

PCR

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se realiz6 la
amplificacion de la region del promotor del gen que codifica para tDh e ID1, de
fragmentos de 2kb, 1.5kb, 1kb y 0.5 kb (Phusion ™ Hot Start by New England
Biolabs).

Los oligos se disefiaron manualmente; con apoyo de la pagina del New
England Biolabs, se determinaron las enzimas de restriccion que se podian utilizar
en este promotor. La secuencia de oligos se muestra a continuacion, marcando las
bases correspondientes a los sitios de restriccion de las enzimas usadas para la

digestion (subrayado):

tDh 2kb sentido: 5° TATAACGCGTCTGACACCCTTTCAG 3°

tDh 1.5 kb sentido: 5 TATAACGCGTCAGGAAATACATATATAAGTTTGT 3
tDh 1.0 kb sentido: 5 TATAACGCGTTTTTTTTAGAGGAACTTTCACT 3’
tDh 0.5 kb sentido: 5 TATAACGCGTTACTCCATATATTGGCTC 3

tDh + 10 kb antisentido: 5° AAAACTCGAGGGAAATACATGGTCTGG 3’

ID1 2 kb sentido: 5 TTTTGGTACCCCACTGAATTGGAAGCTGTA 3
ID1 1.5 kb sentido: 5° TATAGGTACCGTCAAGAGTTCAAGACCAGC 3
ID1 1.0 kb sentido: 5° TATAGGTACCTTCATTTAGGAAATGGTAGCG 3
ID1 0.5 kb sentido: 5° TATAGGTACCCTGGGCGACAGAGC 3’
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ID1 + 10 kb antisentido: 5> AAAAGCTAGCGCAGCCCCATCTC 3

Los productos obtenidos en la PCR, se verificaron mediante electroforesis con gel

de agarosa (figura 10).

Figura 10. Secuencias de 2Kb, 1.5Kb y 1.0Kb del promotor del gen que codifica para tDh.
1) Escalera ADN de 2.060 Kb, 2) tDh 2Kb, 3) tDh 1.5 Kb y 4) tDh 1.0Kb

Ligacion

Las productos de PCR obtenidos fueron purificados, digeridos con las
enzimas Xhol y Miul (New England Biolabs) y posteriormente ligados al vector
pGL3 basico (Promega).

Transformacion
Se llevé a cabo por la técnica de “heat shock”, empleando las células
competentes XL Blue (Stratagene).

Comprobacion de la construccion.
Se llevé a cabo la secuenciacién y mapa de restriccion en el laboratorio del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM en Juriquilla, Querétaro (figura 10).

Cultivos celulares

Las células HeLa fueron mantenidas en medio modificado de Dulbecco,
modificado del medio Eagle (DMEM) (Promega), conteniendo 10% de suero fetal
bovino, 100 unidades/mL de penicilina y 100 uyg/mL de estreptomicina, a 37°C, en

una atmodsfera de CO, al 5%.
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10% de suero fetal bovino + 100 unidades/mL de penicilina,

Las células PCCL3 se mantuvieron en medio F-12 modificado de Coon +

100 pg/mL de

estreptomicina, 2 yg/mL de doxiciclina, 5 mU/mL de TSH (Sigma), 10 pg/mL de

insulina (Sigma) y 3.2 ng/mL de hidrocortisona factores de crecimiento, a 37°C; en

una atmésfera de CO; al 5% (Fusco, 1987).

Ensayos de transactivacion

Para llevar a cabo los experimentos, se transfectaron dos lineas celulares:

HelLa y PCCL3. La primera se utilizdé para contar con un grupo control (células de

origen no tiroideo) de trabajo y la segunda para aplicar los tratamientos necesarios

(células de origen tiroideo).

El dia anterior a la transfeccion,
las células fueron distribuidas en
platos de cultivo de 12 pozos vy
crecidas hasta alcanzar el 70%
de confluencia. El vector pGL3 sin
promotor, fue utilizado como
control negativo en todos los

experimentos.

Transfeccion

Para poder llevar a cabo este

proceso, se trabajo con la técnica de

precipitacion con fosfato de calcio,

donde:

Se sembraron las células en los

Extraccion de DNA
genomico

Amplificacion del
promotor
mediante PCR

éPositivo?

Purificacion
Digestion
Ligacion

Transformacién

Comprobacién
de construccion

Figura 10. Proceso de construccién del
vector

platos de cultivo y el dia posterior se cambio el medio de cultivo que

contenian, 5 horas antes de iniciar con la técnica. Estando las células

semiconfluentes, estas se diluyeron en solucion de fosfato de calcio (30
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pug/ml). Al finalizar con este proceso, se lavaron las células con suero fetal
bovino, agregando 1ml de DMSO al 25% (Promega) en solucion taponada
de HEPES (Promega) 1X.

Tratamientos experimentales

Consistio en agregar a los platos con células PCCL3 concentraciones fisioldgicas
de yodo (1uM), T3 (40 nM) y Tg (1 mg/mL). Se contd para estos experimentos con
un grupo control de células que no contaban con el vector reportero. Se utilizé un
buffer de lisis conteniendo: 150 pL de Triton X, 15 yL de 1M DTT y 9 mL de buffer
GME.

Ensayo de luciferasa
48 horas posterior a la transfeccién, con las condiciones sefialadas en la tabla 6 se

realizé el ensayo:

Tabla 7. Ensayo de luciferasa

BUFFER CANTIDAD PARA 24 MUESTRAS
200 mM ATP 120 pL
SOLUCION DE LUCIFERINA
Buffer GME 4 mL
1M DTT 50 mL
Luciferina 1mL

Una vez hecho lo anterior, se lisaron las células para evaluar la actividad del
reportero en presencia del substrato de la luciferasa (luciferina) y la
bioluminiscencia, las cuales fueron cuantificadas en el luminbmetro mediante la

siguiente reaccion general:

ATP + D-luciferina + O, =2 oxiluciferina + AMP + PPi + CO» + luz
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para determinar la posible transactivacion del vector reportero, bajo las
condiciones experimentales empleadas. El ensayo de luciferasa incluyé una
solucion de luciferina + DTT + GME + ATP.

3.3 Etica del estudio

En este proyecto, no se hara uso de animales de laboratorio. Se trabajo
con cultivos celulares, sin embargo, se cuido el manejo apropiado de los desechos
qgue de este estudio se derivaron, de manera tal que no existié contaminacién de

las personas que en él participaron o bien del medio ambiente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Modelo in silico

Para cumplir con el objetivo de identificar in silico, los sitios responsivos

tiroideo-relevantes presentes en los promotores de los genes que codifican para

tDh e ID1, se trabajo con los software ya sefialados, obteniéndose los siguientes

resultados:

Tabla 8. Posicion de los sitios responsivos identificados, in silico, en el promotor
del gen Dio1 humano.

ELEMENTO

Bases de datos

Privada

Publica

POSICION

POSICION

TTF2 (FOXE)
TTF1 (NKX2.1)
PAX8 (PAX8)
Ts (RXR)

TSH (AMPc)

No encontrado
No encontrado
97
135, 491, 640, 778, 809,
922, 1297, 1305, 1394,
1418.

141, 406, 490, 596, 699,
870, 1303, 1304, 1870

No encontrado

No encontrado
384, 549, 678, 1088.
144, 149, 151, 255, 261, 271, 334, 414, 497,
499, 517, 553, 605, 636, 662, 671, 726, 843,
959, 1028, 1303, 1311, 1313, 1331, 1497,
1728, 1872, 1890, 1954.
149, 214, 264, 497, 704, 994, 1311, 1377,
1718.

Tabla 9. Posicion de los sitios responsivos identificados, in silico, en el promotor
del gen Dio1 de rata.

ELEMENTO

Bases de datos

Privada

Publica

POSICION

POSICION

TTF2 (FOXE)
TTF1 (NKX2.1)
PAX8 (PAX8)
Ts (RXR)

TSH (AMPc)

No encontrado
No encontrado
1962
1062, 1184, 1403, 1766

152, 524, 707, 1029

No encontrado

No encontrado
617, 1068
25, 90, 234, 242, 509, 545, 1114, 1227, 1266,
1291, 1419, 1510, 1526, 1833, 1865, 1954,
1969.
158, 427, 1625, 1715, 1761.

Fuente: Base de datos privada y base de datos publica
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Tabla 10. Posicion de los sitios responsivos identificados, in silico, en el promotor
del gen tDh humano.

Bases de datos
ELEMENTO Privada Publica
POSICION POSICION
TTF2 (FOXE) No encontrado No encontrado
TTF1 (NKX2.1) No encontrado No encontrado
PAX8 (PAX8) 1259 1430, 1448, 1819, 1981
T3 (RXR) 1820, 78, 339, 684, 1210, 91, 389, 682, 690, 1033, 1105, 1177, 1198,
1225 1215, 1216, 1240, 1409, 1680, 1808.
TSH (AMPc) 1399, 1406, 1971, 1973, 312, 451, 855, 856, 1099, 1153, 1213, 1216,
1976, 1208. 1412, 1437, 1981, 1985.

Fuente: Base de datos privada y base de datos publica

Tabla 11. Posicion de los sitios responsivos identificados, in silico, en el promotor
del gen tDh de rata.

Bases de datos
ELEMENTO Privada Publica
POSICION POSICION
TTF2 (FOXE) No encontrado No encontrado
TTF1 (NKX2.1) No encontrado No encontrado
PAX8 (PAXS) No encontrado No encontrado
T3 (RXR) 249, 351, 626, 823, 1006, 61, 237, 392, 457, 634, 795, 830, 924, 949,
1030, 1144, 1155, 1313, 1153, 1165, 1328, 1493, 1541, 1567, 1984.
1321, 1821, 1975
TSH (AMPc) 623, 1159, 1423 98,172,702, 1163, 1166, 1982

Fuente: Base de datos privada y base de datos publica

Como se puede observar, no existe concordancia entre los valores
arrojados por los programas, sobre el sitio responsivo de cada uno de los
elementos, en las 2Kb del promotor del gen de la tDh y Dio1 del humano y rata.

En el presente, no es posible hacer una comparacion completa de los
hallazgos en el modelo in silico con lo referido por la literatura en modelos in vitro,
puesto que la caracterizacion de los promotores de los genes que codifican para
ID1 y tDh, esta poco definida, sobre todo en el caso de tDh.

Los datos con los que se cuenta de los sitios responsivos al promotor del
gen de Dio1, se describe en la tabla 12.
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Tabla 12. Posicion de los sitios responsivos identificados en el promotor del gen
Dio1, de humano y rata, en modelos in vitro.

| ELEMENTO HUMANO RATA

TTF1 No hay respuesta en 6.5 Kb*.

TTF2

PAX8 No hay respuesta*

T3 (RXR) TRE1: 90 pb (TSS) No se ha identificado, a pesar
independiente del RXR, DR10  de que el gen en el ratén se
TREZ2: 660 pb (TSS), DR4. incrementa posterior a la
RXRTR clasico**, ***. administracion de T3 in vivo*™.

TSH (AMPc)

Fuente: *Gereben, et al. (2001), **Toyoda et al. (1995), ***Zhang et al. (1998)

Gereben et al. (2001) sefalan que no hay sitios responsivos en el
promotor de ID1 para TTF1, lo cual coincide con lo expresado en el modelo in

silico. Asi mismo, hacen referencia que la misma ocurre con PAX8.

Para el caso de T3, Toyoda et al. (1995) y Zhang et al. (1998) reportaron
que hay sitios responsivos de este elemento en el promotor del gen de ID1 en las
posiciones 90 y 660, resultados que tampoco coinciden con lo arrojado por los
software publico y privado.

4.2 Modelo in vitro

Los resultados se muestran como nivel de activacion respecto a las células
transfectadas con el vector reportero vacio, y se expresan como promedio + SD,
correspondiente al menos a 3 experimentos independientes realizados por

triplicado.

Con respecto al cumplimiento del objetivo del modelo in vitro, posterior a
que se llevaran a cabo los experimentos sefialados, se obtuvieron los siguientes
resultados: en las células que recibieron tratamiento con | no hubo modificacion en

la expresién del reportero, tal como se aprecia en la figura 11.
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Reportero vacio Reportero + promotor tDh

Figura 11. Células PCCL3 tratadas con yodo, en promotor reportero de 2kb (ver seccion
de material y métodos para mayor detalle). El reportero sin promotor fue utilizado como grupo
control con y sin tratamiento. Como se observa, se incrementé la actividad del reportero en el
grupo control, aunque no hubo diferencia significativa con el grupo experimental.

En las células que recibieron tratamiento con T3 y Tg, igualmente no

mostraron modificacion en su reportero (figuras 12 y 13; respectivamente).
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Figura 12. Células PCCL3 tratadas con T3, en promotor reportero de 2kb
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Figura 13. Células PCCL3 tratadas con Tg, en promotor reportero de 2kb
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La falta de activacion en todos los experimentos puede explicarse por:

1) Los sitios responsivos funcionales para tDh, para los factores de transcripcion
estudiados, no se encuentra dentro de la region promotora, sino mas alejado
del sitio de inicio.

2) La dosis empleada de concentraciones fisiologicas de |, T3 y Tg no fue
suficiente para generar respuesta y se necesita mas.

3) El tiempo de respuesta para generar el efecto deseado requiere ser de mayor
tiempo para montar la reaccion en el promotor.

4) El compuesto evaluado con el reportero no tiene efecto sobre el promotor.

5) El numero de experimentos no fue el suficiente como para observar una

respuesta.
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V. CONCLUSIONES

Los analisis realizados nos permiten, ademas de lo sefalado, concluir

que:
En el modelo in silico:

Los algoritmos actuales de los programas no son funcionales para GT, por
lo que pierden confiabilidad; por lo tanto se considera importante elaborar un
algoritmo especial para GT.

En el modelo in vitro:

Es necesario realizar mayores experimentos ya que estos resultados
indican hasta el momento, que el efecto puede ser a nivel de la zona pre y
postraduccional del promotor.
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