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1. INTRODUCCION

La tiroides es una glandula endocrina, encargada de la sintesis de las
hormonas tiroides: 3,5,3-triyodo L-tironina (T3) y ,3',5,5'-tetrayodo-L-tironina (T4)
(Fig. 1), siendo el yodo inorganico uno de sus principales componentes (Hapon
et al., 2005; Morton y Chaikoff, 1942). La glandula tiroides secreta estas
hormonas al torrente sanguineo donde son transportadas a los distintos tejidos
(Wang et al.,, 2009). Las hormonas tiroideas, en mamiferos, promueven la
formacion del sistema nervioso y 6seo en el feto, y la toma de oxigeno, la
regulacion de la temperatura corporal y el metabolismo celular en el adulto
(Berne y Levy, 1993);. El efecto de las hormonas tiroideas sobre el
metabolismo de las proteinas y de los lipidos es de naturaleza bifasica, es
decir, a bajas concentraciones fisiolégicas son anabodlicas y a altas

concentraciones son catabélicas (Werner y Ingbar, 1971; Wollman, 1980).
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Figura 1. Estructura quimica de las hormonas tiroideas. A.,3'5,5-tetrayodo-L-
tironina (T4) y 3,5,3'-triyodo L-tironina (T3).

Tomado de: http://www.anaesthetist.com/icu/organs/endocr/thyroid/images/t3t4.gif

La unidad morfolégica y funcional de la tiroides es el foliculo, estructura
compuesta por un epitelio cubico simple (células denominadas tirocitos) que
rodea la cavidad central, donde se almacena el coloide rico en Tiroglobulina

(Tg), secretado por los tirocitos (Gartner, 2002).



La funcion de la glandula tiroides, es regulada por el eje hipotalamo-
adenohipdfisis. El hipotdlamo secreta el factor liberador (TRH) de la hormona
tireotrépica (TSH) que estimula en la adenohipofisis la secrecion de la TSH, y
esta a su vez se une a sus receptores especificos (TSH-R) ubicados en la
membrana basolateral de los tirocitos estimulando la secrecion de hormonas
tiroideas (Weiss et al., 1997).

La sintesis de hormonas tiroideas se lleva a cabo en varias etapas: 1. Sintesis
de la Tg en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER), su maduracion en el
complejo de Golgi y secrecion al coloide por vesiculas de exocitosis; 2.
Captacion del yoduro por la membrana basolateral del tirocito; 3. En el coloide,
fijacion del yoduro sobre la Tg, proceso conocido como organificacién del
yoduro o PBI (protein binding iodide); 4. Endocitosis de la Tg y su degradacion
en el compartimento lisosomal; 5. la liberacion de la T3 y T4 a circulacion. La
sintesis de las hormonas tiroideas esta estrechamente relacionada con la

estructura del foliculo y la ultra-estructura de los tirocitos (Berne y Levi, 1993).

Una segunda regulacion de la glandula depende de la concentracion de yoduro
en la sangre. A concentraciones altas de yoduro, la tiroides bloquea
temporalmente la biosintesis de hormonas tiroideas; una vez los niveles de
yoduro en la sangre disminuyen (via excretora), la glandula retoma su funcion
normal (Wolff y Chaikoff, 1948).

En la mayoria de cultivos tiroideos se presenta disminucién de los organelos
implicados en la sintesis de proteinas y la pérdida de polaridad y de la
estructura folicular, lo cual lleva a que las funciones de organificacion y

biosintesis de hormonas tiroideas no se realicen (Fayet et al., 1982).

Se reporta que foliculos cerrados de rata, en cultivo tridimensional con y sin
TSH, mantienen la estructura folicular y polaridad del tirocito, y la funcién de
organificacion (PBI) y la sintesis de hormonas tiroides permanece durante 12

dias (Spinel et al., 1990). Este experimento fue el primero en demostrar que
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foliculos in vitro se comportan como los foliculos de una glandula normal in vivo
(Spinel et al., 1990). Ademas demostraron que reproducen el efecto Wolff-

Chaikoff de manera homdloga a in vivo (Spinel y Yildiz, 1991).

El cultivo tridimensional de foliculos sin matriz extracelular, permite mantener la
estructura folicular, la ultra-estructura de los tirocitos, la respuesta a la TSH, y
conserva la funcién de captacion y organificacién durante 12 dias

(Herrera et al., 2008 y Herrera, 2007).

En el presente trabajo se estudié el comportamiento funcional de foliculos
cerrados de cerdo, utilizando el modelo de cultivo tridimensional. Este modelo
se escogié ya que permite homologar el comportamiento celular in vivo, en
condiciones de cultivo in vitro. Siguiendo ete modelo es posible analizar la
respuesta fisiologica de los foliculos de cerdo a distintas concentraciones de
yoduro, la respuesta a la TSH, y determinar si reproduce el efecto Wolff-
Chaikoff en cerdo, como fue demostrado in vitro e in vivo en ratas (Wollf y
Chaikoff, 1948).



2. MARCO TEORICO

Morfologia de la glandula tiroides.

En mamiferos, la tiroides se encuentra ubicada en la parte anterior del cuello, bajo
la laringe por debajo del cartilago cricoides (Fig. 2. A.) con un peso aproximado
entre 15 y 25 gramos en humanos adultos. Esta conformada por dos I6bulos
unidos cada uno en las regiones laterales de la laringe y traquea respectivamente;
un istmo de tejido tiroides une los dos Iébulos a nivel del segundo y tercer anillo
cartilaginoso de la traquea. Puede también darse una porcion unilateral la cual se
denomina I6bulo piramidal, que se extiende desde el istmo y proviene de una

porcién del conducto tirogloso (Sidney y Sidney, 1971; Mero, 2001).
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Figura 2. Glandula Tiroidea. A Imagen morfologica de la glandula tiroides en el hombre.
Tomado de http://www.deancare.com/crs/wha/sthyroid.gif B. Microscopia Optica de un
corte transversal de Tiroides de perro. Aumento 20 X . Flecha indica un foliculo cerrado.

La glandula tiroides se encuentra rodeada por dos capsulas, una externa que es
una prolongacion de la fascia prebranquial, y una interna discontinua (que debe
considerarse como la verdadera capsula de la glandula), formada por tejido
conectivo que penetra al interior de la glandula a manera de tabigues incompletos
(Werner y Ingbar, 1971) los que proporcionan apoyo y soporte a la gran
vascularizacion e inervacion que rodea a los foliculos (Gartner y Hiatt, 2002). Con


http://www.deancare.com/crs/wha/sthyroid.gif

los vasos sanguineos corren las fibras simpaticas postganglionarias y vagales en
la capsula, y algunas terminaciones nerviosas llegan directamente a las células
foliculares de la tiroides (Wollman, 1980; Mero, 2001).

Estructura folicular y ultraestructura de los tirocitos

El parénquima de la tiroides esta constituido principalmente de estructuras ovoides
o circulares con un liquido en el centro (0.2-0.9 um de diametro), denominados
foliculos (Fig. 2. B), siendo cada uno de estos la unidad funcional y estructural de
la glandula tiroides (Wissig, 1960). Los foliculos estan rodeados por la membrana
basal o lamina basal que se continla con el tejido conectivo ricamente
vascularizado; en la gran mayoria de foliculos, la membrana basal est4d en

contacto con la membrana basal de los capilares sanguineos.

Los foliculos que se encuentran en la parte central del I6bulo son méas pequefios
que los de la periferia en el humano y el ratén, en la rata, los mas grandes se
ubican cerca del istmo (Wollman 1980). El tamafio en el humano varia entre 50 y
500 um de diametro y se sabe que con la edad los foliculos tienden a variar de

tamafo (Sidney y Sidney, 1971).

El foliculo estd compuesto por un epitelio cubico simple que encierra el coloide
secretado por las células (tirocitos) (Gartner, 2002) (Fig. 3. A). Las células
foliculares presentan una polaridad definida donde la membrana apical esta
erizada de microvellosidades y se encuentra en contacto con el coloide del foliculo
y la membrana basal con la lamina basal (Wissig, 1960) (Fig. 3B). La estructura
folicular y la polaridad de los tirocitos juegan un papel esencial en el proceso de
captacion de yodo; y el coloide en su interior, es fundamental en la sintesis de
hormonas tiroides (Nobuyuki et al., 1992).
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Figura 3. Corte histoldgico de tiroides normal de raton A. Foliculos cerrados (flecha)
(MO: azul de Toluidina, 180X) (Many, 1980). B. Aspecto de los tirocitos en microscopio
electrénico de los foliculos de A. Se evidencia abundante reticulo endoplasmatico rugoso
(R.E.R) alrededor del nucleo (N) y el complejo de Golgi (C.G), en la region supranuclear
(ME: 17.000X) (Denef, 1980).

La distribucion de los organelos en los tirocitos refuerza la polaridad morfologica
normal de las células foliculares. El tirocito, en condiciones normales, presenta un
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) abundante alrededor del nucleo (Fig. 3. B);
generalmente en la region basal de la célula se encuentran polirribosomas o
ribosomas libres pero son muy dificiles de identificar por microscopia electronica
convencional. El complejo de Golgi supranuclear, recibe las proteinas sintetizadas
en el RER, las proteinas maduras salen del complejo de Golgi en las vesiculas de
exocitosis que son mas densas a los electrones que las vesiculas de endocitosis.
Las vesiculas de exocitosis se fusionan con la membrana apical, exportando el
contenido para ser almacenado en el coloide folicular. Los tirocitos poseen
multiples lisosomas y mitocondrias distribuidas en toda la célula (Sidney y Sidney,
1971; Gartner y Hiatt, 2002).

Las células parafoliculares o células claras, denominadas asi por presentar una
coloracion mas clara que los tirocitos, provienen de las crestas neurales y se
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ubican en la region basal de los foliculos y no entran en contacto con el coloide.
Aunque son parte del parénquima de la tiroides representan menos del 0.1% del
total celular. Estas células pertenecen al sistema neuroendocrino del cuerpo y su
funcién es secretar calcitonina. (Sidney y Sidney, 1971; Gartner 2002 y Hiatt,
2002).

Biosintesis de hormonas tiroideas
La sintesis y secrecion de T3 y T4, son reflejo de la ultra-estructura del tirocito

dentro del foliculo (Fig. 4).

COLOIDE

< PBI
yoduro
Sintesis HT

TIROCITO

M. BASOLATERAL M. APICAL

Figura 4. Esquema de un tirocito. Se observa la sintesis y secrecion de la tiroglobulina
(Tg) al coloide, y su posterior endocitosis del coloide para secretar la T3 (3,5,3'-triyodo L-
tironina) y T4 (3',5,5'-tetrayodo-L-tironina) a la circulacion. Ademas se ilustra claramente el
transporte del yoduro: en la membrana basolateral a través de NIS (Cotransportador
Sodio/Yoduro) y su posterior paso al coloide a través de la Pendrina, para finalmente ser
incorporado a proteinas (organificacion del yoduro = PBI). La incorporacion del yoduro a
la Tg (Tiroglobulina) es catalizada por la TPO (Tiroperoxidasa) mediante la formacion de
yodotirosinas sobre la Tg. ATPasa (bomba de Na'/K*), TSHR (receptor especifico de la
Tirotropina), AMP (adenosin monofosfato), cAMP(adenosin monofosfato ciclico)
Modificado a partir de Spitzweg et al., 2001.

Dado que el principal componente de las hormonas tiroides (T3 y T4) es el yoduro
(I, incrementos o deficiencias en la cantidad disponible de este en sangre, afecta

la sintesis de hormonas tiroides (Wang et al., 2009). El yoduro es un componente
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escaso en el ambiente, es por esto que la captacion de éste por parte de la
glandula tiroides requiere un mecanismo que permita una alta eficiencia, e
igualmente permita conservar el |I' dentro del tejido para la biosintesis de
hormonas (Wang et al., 2009).

Captacioén y translocacion del yoduro (I') al coloide

La concentracion de yoduro en la glandula tiroides fue reportado por primera vez
por Marine y Feiss en 1915. La captacion del yoduro en la glandula ocurre en la
membrana basal de los tirocitos, por un cotransportador de membrana NIS
(Natrium lodide Symporter) (De la vieja et al., 2000) (Fig. 4).

NIS es una glicoproteina de membrana (formada por 643 amino acidos), con 13
dominios transmembranales y se encuentra ubicada en la membrana basal del
tirocito, lo que facilita la concentracion de yoduro en éste. La entrada del yoduro a
través de NIS requiere la activacion de la bomba Sodio — Potasio 3Na'/2K’
ATPasa (presente en la membrana basal del tirocito); ya que los iones de sodio
extracelulares que se generan, son utilizados por NIS como gradiente
electroquimico para permitir la entrada del yoduro al tirocito en contra de su
gradiente (Fig. 4) (Spitzweg et al., 2001).

NIS también presenta afinidad a otras moléculas como es el caso del perclorato
(ClOy4), el cual es un inhibidor competitivo capaz de bloquear la entrada de yoduro
por NIS (Haiyan y Carayanniotis 2007, Tran et al, 2008). Este compuesto es bien
conocido, por su capacidad de bloquear la actividad de NIS en la tiroides
ocasionando hipotiroidismo y bocio en las distintas poblaciones expuestas a este

compuesto a nivel ambiental (Dohan et al., 2007).

Una vez el I' se encuentra en el citoplasma del tirocito, éste es translocado al
coloide a través de la membrana apical por la proteina transportadora de
membrana denominada Pendrina (Dohan et al., 2003). El mecanismo de como
esta proteina interviene en la salida del yoduro del citoplasma al coloide de la

célula aun no es claro; sin embargo, se sugiere que la pendrina es una proteina de
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membrana que actia como una bomba de cloro/yodo (CI/I') permitiendo el paso

del I'al coloide, a favor de su gradiente (Fig. 4) (Yoshida et al., 2004).

Incorporacion de yoduro a la tiroglobulina

La Tiroglobulina (Tg) es la molécula precursora de las hormonas tiroideas. Su
sintesis se realiza en el RER, donde también inicia la N-glicosilaciéon. La
maduracion y finalizacion de la glicosilacion ocurre en el complejo de Golgi, y en
vesiculas secretoras que transportan la Tg al coloide (Gardas et al., 1997), donde
es almacenada como precursor de hormonas tiroideas (Spitzweg et al. 2001). El
proceso de captacion de yoduro y formacién de hormonas tiroideas sobre la Tg

toma un tiempo aproximado de 10 minutos en rata (Spitzweg et al., 2001).

Cuando el yoduro llega al coloide, es necesario que se oxide a yodo para la
incorporacion a la Tg (Dohan et al., 2003). La oxidacion es catalizada por la
enzima tiroperoxidasa (TPO), que en presencia de peroxido de hidrogeno (H20,)
oxida el yoduro a yodo y lo incorpora a la Tg formando yodotirosinas (Fig. 4).
Cuando el yoduro es oxidado a yodo, e incorporado a residuos de tirosina se
forma la monoyodotirosina (MIT), asi mismo, cuando son dos yodos los que se
unen a los residuos de tirosina se forma la diyodotirosina (DIT) (Gartner y Hiatt,
2002).

Este proceso puede ser determinado por métodos bioquimicos con &cido
tricloacético, y se le denomina organificacién o Incorporacion de yodo a proteinas
(PBI). La organificacién es inhibida por mercaptomethilimidazol (MMI) (Kogai et

al., 2000), y al igual que la captacion es regulado por la TSH (Susuki et al., 1998).

Cuando la glandula es fuertemente estimulada por la TSH, ocurre una
macroendocitosis, formando una gota de coloide 10 veces mas grande que las
vesiculas de endocitosis. Una vez en el tirocito la Tg es degradada por proteolisis
debido a la union de lisosomas y pre-lisosomas. Finalmente las hormonas

tiroideas son secretadas al torrente sanguineo (Sidney y Sidney, 1971).
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Regulacion de la tiroides

La funcion de la glandula tiroides esta regulada por el eje hipotalamo-
adenohipofisis mediante la secrecion de la hormona liberadora de la tirotropina
(TRH) y la TSH, respectivamente. En mamiferos, en el hipotalamo se secreta la
TRH por recepcion de sefiales térmicas o por disminucion de la T3 y T4 en
circulacion. La TRH regula la funcién de la adenohipdfisis y estimula la produccién
y secrecion de la TSH via AMPc (Berne y Levy, 1993; Lally y Sassone, 1995).

La TSH al unirse a sus receptores (TSH-R) de la membrana basal de los tirocitos,
estimula la sintesis de T3y T4 y su secrecién a la circulacion. Cuando los niveles
de T3 y T4 aumentan de 10 a 30% en circulacién, se inicia un proceso de
retroalimentacion negativa para inhibir la sintesis de TSH y TRH. Esto es dado por
accion de las hormonas tiroideas, especificamente la T3, la cual inhibe la
secrecion de la TRH en el hipotalamo, y asi mismo, la de la TSH en la
adenohipdfisis (Berne y Levy, 1993).

Regulacion de la tiroides por el yoduro en circulacion
Las concentraciones de yoduro presentes en la circulacién controlan también la

sintesis y secrecion de hormonas T3y T4.

El primer experimento in vitro que mostré este efecto fue el realizado por Morton y
colaboradores (1944) en organocultivos de glandula tiroides de oveja. En
presencia de altas concentraciones de yodo en el medio se presentaba un efecto
de bloqueo en la organificacion. En 1948, Wolff y Chaikoff realizaron un
experimento in vivo en ratas, lo cual permitié respaldar los resultados obtenidos
por Morton y colaboradores, planteando el efecto de autorregulacion de la
glandula tiroides para la toma de yodo, ademas de darle el nombre de efecto
Wolff-Chaikoff (Dayem et al., 2006).

En ratas, en condiciones normales de yoduro de 107 M, la glandula tiroides

presenta una organificacion cercana al 90% con respecto a lo captado, mostrando

15



una relacion directamente proporcional entre organificacion y captacion, esto se
puede observar en los experimentos realizado in vivo por Wolff y Chaikoff (Fig. 5.
A). Cuando se inyecta una alta concentracién de yoduro (10 M), la captacién de
yoduro disminuye y se inhibe la organificacion de este, produciendo asi el efecto
Wolff-Chaikoff (Fig. 5. B).

Es asi como a altas concentraciones de I, la tiroides transporta el yoduro a la
glandula pero deja temporalmente de organificarlo, y de sintetizar y secretar T3y
T4, regulacion conocida como el efecto Wolff-Chaikoff (1948). Esta regulacion
permite mantener los niveles fisiologicos de hormonas tiroideas en el plasma, para
asegurar el correcto funcionamiento de los tejidos en los organismos. En ratas,
pasadas las 10 horas, el exceso de yoduro es eliminado por las diferentes vias
excretoras, permitiendo la reanudacion de las funciones de organificacion del
yoduro y sintesis de hormonas (Fig. 5. B). De esta manera, la glandula regula su
funcion, evitando sintetizar cantidades excesivas de hormonas en presencia de

fuertes concentraciones de yoduro en el plasma (Wolff-Chaikoff 1948).

Eng y colaboradores (1999) reportan que la reanudacién de la funcién normal de
la tiroides puede darse entre las 24 y 48 horas en cultivo de la linea celular FRTL-
5 de células de tiroides de rata; incluso a pesar de que los niveles circulantes de
yodo permanezcan elevados; esta situacion es conocida como escape al efecto
Wolff-Chaikoff (Eng et al., 1999). El aumento de la concentraciéon de yoduro en el
plasma produciria una disminucién en la expresion de NIS y, por lo tanto, una
disminucién en la captacién intratiroidal del yoduro (por debajo de un umbral
critico) lo cual hace que la formacién de hormonas disminuya permitiendo que la
organificacion de yoduro se reanude (Eng et al., 1999; Pearce et al., 2002; Haiyan

y Carayanniotis, 2007).
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Figura 5. Efecto Wolff-Chaikoff. Experimento in vivo realizado en ratas inyectadas con
diferentes concentraciones de yoduro. Linea continua con cuadros yoduro en el plasma,
con circulos negros yodo unido a proteinas en tiroides y lineas discontinua con circulos
blancos yodo captado por la glandula. A. Comportamiento normal del yoduro al inyectarse
en ratas normales, a una concentracion fisiolégica de yoduro. B. Respuesta de la glandula
tiroides in vivo al someterse a una concentracion de 10" M de Nal (Tomado de Wolff y
Chaikoff, 1948).

En ratas adaptadas a altas concentraciones de yoduro, se evidencia un escape o
adaptacion desde el tiempo 0 (Braverman e Ingbar, 1963). El efecto se debe a un
sistema autorregulatorio intrinseco, que protege a la glandula tiroides de dafios
mientras que el fendmeno de escape permite la sintesis de hormonas durante una
dieta de yoduro elevada y prolongada. El yoduro modula la sensibilidad de la
glandula a la TSH y el yodo intratiroidal tiene un efecto inhibitorio sobre la funcién

tiroidea (Dayem et al., 2006).
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Es sabido que el escape del efecto Wolff-Chaikoff ocurre gracias a una
disminucion intratiroidea de los niveles de yoduro (Eng et al., 1999). Debido a que
la concentracion neta intratiroidea de yoduro depende del balance entre su
captura, organificacion y su reciclaje, y dado que el halégeno a fuertes
concentraciones inhibe las dos deshalogenasas intratiroideas lo cual ayuda a que
el escape del efecto Wolff-Chaikoff se dé. Para que ocurra el efecto Wolff-Chaikoff
alguno de estos procesos o todos deben alterarse: el transporte activo de I” en la
membrana basal, la actividad de las deshiodasas que reciclan el yoduro
intracelular, la formacién de yodo inorganico, y su oxidacion y la union a la Tg (Eng
et al., 1999).

Se ha postulado que el escape al efecto Wolff-Chaikoff se produce por un
complejo de oxidacion del yoduro en presencia de altas concentraciones de
yoduro inorganico: ién I3, el cual podria ejercer una regulacién intratiroidal, mas
que el yoduro sanguineo. Esto puede ser evidenciado por experimentos en donde
al disminuir el yoduro intratiroidal se restablece la formacién de hormonas en

presencia de altas concentraciones de yoduro en la sangre (Eng et al., 1999).

Otro mecanismo que se ha postulado como responsable del efecto Wolff-Chaikoff
es la formacion de iodocomponentes organicos dentro de la tiroides, como el alfa-
iodohexadecanal, un yodolipido inhibidor de la oxidasa dependiente de NADPH
oxidasa o DUOX y la TPO, lo cual decrece la organificacion. Después de un
periodo de uno a dos dias se da la adaptacion o escape (Eng et al. 1999 y Eng et
al., 2001).

Recientemente se ha propuesto que el yoduro inhibe la generacion de H,O,, y por
lo tanto, la sintesis de las hormonas tiroideas produciendo el efecto Wolff-Chaikoff
(Morand et al., 2003). Segun Cardoso et al., (2001) en humanos la NADPH
oxidasa se inhibe por componentes yodados y probablemente estd envuelta en el
efecto Wolff-Chaikoff. La NADPH oxidasa tiroidea (DUOX, hay dos formas en la

tiroides DUOX1 y DUOX2) es responsable de la producciéon de H,O, necesario
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para la sintesis de hormonas tiroides. La DUOX es una flavoporoteina dependiente
de la actividad de calcio y es activada por el ATP. La DUOX es irreversiblemente
inhibida in vitro por yoduro y 2-yodohexadecanal, un compuesto yodado que
probablemente media el efecto Wolff-Chaikoff. La autorregulacion del yodo
envuelve la inhibicibn de muchos pasos en el metabolismo tiroideo como el
transporte de yodo, la secrecion de hormonas y la actividad de la adenilato ciclasa.
(Cardoso et al., 2001).

Cuando hay altas concentraciones de yoduro en la sangre, una forma oxidada del
yoduro inhibe la generacion de H,O, para reducir la disponibilidad de la proteina
madura DUOX2 a nivel postransduccional, al igual que el decrecimiento en la
expresion de la forma madura de DUOX2 (Riedel et al., 2001; Morand et al.,
2003).

Es posible que durante las primeras horas, el decrecimiento de la expresion de los
genes de TPO y NIS ocurra dando como resultado el efecto Wolff-Chaikoff, ya que
se reduce la habilidad de las células para tomar y oxidar el yodo en acople con la
inhibicién de la DUOX. El decrecimiento en la formacién de XI deberd permitir la
recuperacion de la capacidad de organificacion normal del tirocito, produciendo de
esta manera el escape (Morand et al., 2003).

El efecto del yoduro podria proteger a la célula del estrés oxidativo resultante de la
sobre-expresion y sobre-actividad del sistema H,O./TPO bajo condiciones
estimulantes (Morand et al., 2003).

Los resultados de los experimentos de Eng et al. (1999 y 2001), de Uyttersprot et
al. (1997) y de Morand et al. (2003) soportan la hipétesis de que el escape del
efecto Wolff-Chaikoff es causado por una disminucién en la expresion de NIS
entre el dia 1 y 6, posterior a la administracion de yoduro, que implica una
disminucién en el transporte de yodo dentro de la glandula y de esta manera, se

restablece la organificacion de yodo y la sintesis de hormonas tiroides, indicando
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gue una disminucion de la reserva de ARNm de NIS conlleva al escape del efecto
Wolff-Chaikoff.

Otros autores (Riedel et al., 2001; Ferreira et al., 2005) difieren sobre la hipotesis
anteriormente descrita de esta proteina ya que la actividad de NIS normalmente se
encuentra en la membrana plasmatica; también se encuentra intracelularmente en
vesiculas lo que indica que el ARNm no precisamente es el perteneciente al que
se encuentra en la membrana basal del tirocito. Por lo tanto, las alteraciones en el
contenido de la proteina NIS no deben siempre correlacionarse con
modificaciones en la actividad del transporte de yodo a través de la membrana
basal del tirocito y viceversa.

Los datos de Vitale y colaboradores (2000) indican que el exceso de yoduro
molecular, generado por la oxidacion de los iones de yodo gracias a la TPO
enddgena, induce apoptosis en los tirocitos a través de un mecanismo de
generacion de radicales libres. Algunos efectos del yodo son especie-especificos
(Vitale et al., 2000).

Los experimentos realizado por Langer et al., (2003) evidencian que el exceso de
yodo causa apoptosis en los tirocitos no de manera directa, pero si por derivados
yodados como Ilo son: &cidos grasos poli-insaturados, especialmente
yodolactonas. El estudio muestra la influencia de la apoptosis producida por el I' y
yodolactonas con y sin TSH. La estimulaciéon con 2 y 20uM de I" rapidamente
induce una tasa de apoptosis entre el 4 y 6 % respectivamente. La adicion de TSH
(ImU/mL) causa un ligero pero no significativo incremento de incidencia de la

apoptosis de los tirocitos.

La induccién de la apoptosis es un proceso muy rapido que toma lugar en las
primeras horas de la exposicién al yoduro o a las yodolactonas. Esta rapida
induccion de apoptosis también se ha reportado in vivo (Burikhanov y Matsuzaki
2000) e in vitro debido al H,O, (Riou et al., 1998 y Langer et al., 2003).
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Enfermedades causadas por altas concentraciones de yoduro

Cuando constantemente hay una ingesta excesiva de yoduro, la concentracion de
yoduro total en el suero se incrementa y se produce bocio (aumento el tamafio de
la glandula tiroides) con una morfologia de hipotiroides, lo cual eleva los valores
de TSH y anticuerpos anti-TPO en el suero. La prevalencia de todas estas
anormalidades decrece posterior a la remocion del exceso de yoduro. En algunos
individuos el escape al efecto Wolff-Chaikoff no se presenta desarrollando
hipotiroidismo reversible, cuyo mecanismo aun no es claro; se ha sugerido que el
incremento en la infiltracion linfocitica y un aumento en la TSH podrian ser
responsables. En el afio de 1998 en el oeste de Africa, se demostré que una alta
tasa de disfuncion tiroidea y bocio era consecuencia de un exceso de yoduro en el
agua. Cuando se elimind este exceso, se observo un incremento en la produccion
de hormonas tiroideas, disminucion de los niveles de TSH y asi mismo una

disminucién de los anticuerpos anti-TPO (Pearce et al., 2002).

El exceso de yoduro causa dafos ultra-estructurales en el tirocito, lo que produce
bocio, tiroiditis autoinmune, e infiltracion linfocitica en ratones NOD-H2h4
propensos a desarrollar enfermedades autoinmunes (Pearce et al., 2002). Esto se
evidencio en los estudios histolégicos realizados por el grupo de Pearce y
colaboradores (2002), donde se muestra infiltracion linfocitica e hiperplasia
folicular para pacientes que han estado expuestos a un exceso de yoduro en la
dieta, los individuos que son propensos a adquirir enfermedades autoinmunes,
tienen mas complicaciones al ingerir altas cantidades de yoduro. Estudios
desarrollados en animales por el mismo grupo han elucidado que el exceso de
yoduro da predisposiciéon al desarrollo de enfermedades autoinmunes tiroideas. Un
claro ejemplo de esto se observa en Japon donde la dieta contiene grandes
cantidades de yoduro, alli se presenta una mayor incidencia de tiroiditis Hashimoto
a diferencia de areas donde la dieta de yoduro es normal. Se podria sugerir que el
exceso de yoduro puede inducir tiroiditis autoinmune en una poblacién joven y

sana (Pearce et al., 2002).
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Para Teng et al. (2009) el yoduro puede inducir hipotiroidismo en pacientes con
tiroiditis autoinmune en una dosis dependiente. Sin embargo, segun Haiyan y
Carayanniotis (2007) el hipotiroidismo no parece tener bases autoinmunes, ni se
ve reflejado so6lo en individuos autoinmunemente propensos. La ingesta alta de
yoduro induce el hipotiroidismo y por lo tanto altos niveles de TSH, una
disminucién de T, reflejado en la sangre y la formacion de un bocio coloidal
(Haiyan y Carayanniotis, 2007).

Antecedentes de cultivo de tejido de la tiroides
El estudio in vitro de la glandula tiroides ha sido una herramienta muy importante
para analizar, y desarrollar muchos de los conocimientos que se tienen sobre los

mecanismos morfoldgicos, funcionales y moleculares que gobiernan la glandula.

e Cultivo organotipico
Los primeros cultivos de células tiroideas fueron realizados en 1911 por Carrel y
Burrows, quienes propusieron un modelo de cultivo in vitro denominado 6rgano-
tipico para el cual obtuvieron glandulas tiroides de diferentes mamiferos (perros,
gatos y cerdos). La técnica de cultivo organotipico consistia en extraer la glandula
tiroidea de animales anestesiados, a partir de la glandula se tomaban fragmentos
de tejido tiroideo y éstos eran colocados en plasma proveniente del mismo animal

(Carrel y Burrows, 1911).

Utilizando este modelo se logré obtener series de 4 cultivos. Esto consistia en
tomar fragmentos del cultivo primario y colocarlas en un nuevo medio de cultivo y
de esta forma obtener una secuencia de cultivo. Este modelo mostré por primera
vez que era posible mantener un cultivo celular in vitro de células tiroideas aunque

con poca viabilidad (Carrel y Burrows, 1911).

Siguiendo éste modelo Morton y Chaikoff (1942) realizaron experimentos con
fragmentos de tiroides de oveja, perro y rata en medio de cultivo Ringer con

bicarbonato, e incubacion de 2 a 3 horas con yodo radiactivo como indicador. Los
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resultados demostraron la incorporacion de yoduro a la tirosina y la formacion de
diyodotirosina durante un tiempo de 24 horas. En 1944 hicieron pruebas de
funcionalidad con distintas dosis de yoduro, reportando por primera vez la
inhibicién de la incorporacién de yodo radiactivo a proteinas (PBI), en dosis de 10
y 10*M de Nal” (Morton et al., 1944).

e Cultivo en monocapa
El desarrollo de cultivo de células aisladas por digestion enzimatica con tripsina
se realizo por primera vez en humano en 1951 (Pulvertaft et al., 1959; en Herrera,
2008) En 1962 el grupo de Tong y Kerfof (1962) describioé un cultivo de células en
monocapa las cuales presentaron formas planas y poligonales, lo que hoy en dia
se conoce como cultivo primario en monocapa de células epiteliales de tirocitos
(Tong et al., 1962; Paul et al.,1964; en Spinel 1987).

En 1982 se empezaron a realizar cultivos en monocapa, utilizando matriz
extracelular flotante (colageno), lo cual permitia que los tirocitos cultivados en
monocapa mantuvieran una polaridad celular, y asi mismo, tanto la membrana
apical como basal quedaban en contacto con medios diferentes (Fig. 6). Este tipo
de cultivo, permiti6 mantener la polaridad del tirocito y la incorporacion de yoduro
por la membrana basal; sin embargo, no presenté organificacion del yoduro ni

sintesis de hormonas tiroideas (Chambard et al., 1982).

Otros modelos desarrollados de cultivo en monocapa presentan ciertas
adaptaciones, como el uso de factores de crecimiento, caAmaras (Gruffat et al.,
1992 y Postgard et al., 2002) disefiadas con el fin de mantener la polaridad de las

células y biomateriales (Chambard et al., 1983).
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Figura 6. Cultivo en monocapa. Micrografia electrénica de un corte transversal de
cultivo en monocapa en ausencia (A) y presencia de TSH (B) durante 7 dias de cultivo.
(IS) Espacio intercelular, (flechas) complejos de unién intercelular, (FS) Coloide, (G)
Aparto de Golgi, (PS) Soporte plastico (M) Medio de cultivo. Barra 1um (Chambard et al.,
1982).

e Cultivo tridimensional: Foliculos abiertos y pseudofoliculos
A partir de los 80 se reporta un nuevo modelo de cultivo de tiroides de foliculos de
rata aislados en suspencion, los cuales fueron disociados con colagenasa tipo |l,
y posteriormente incubados en medio de cultivo DMEM modificado Hams 12 sobre
una base de agarosa, la cual evita que los foliculos se adhieran y se forme un
cultivo en monocapa. Este tipo de cultivo describe el mantenimiento de foliculos
abiertos por 24 horas y conserva una morfologia y funciéon similar a estudios

realizados in vivo (Denef et al., 1980; Karlsson et al., 1982).

Tirocitos cultivados en monocapa sin TSH pierden la capacidad de incorporar
yoduro desde el primer dia; con una estimulacién de 40 mili-unidades/mililitro
(mU/mL) de TSH, las células en monocapa se reorganizan adquiriendo forma
tridimensional similar a foliculos cerrados. Se observaron tres células alrededor de
una cavidad pequefia denominados pseudofoliculos, los cuales pierden su forma
al tercer dia aun en presencia de TSH (Fayet et al., 1971). Al reconstruir foliculos a
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partir de tirocitos, éstos no presentan polaridad ya que no se observaron
microvellosidades en la parte apical de la membrana; en los espacios
intracelulares se observaba remanentes de membrana y microvellosidades
(Delorme et al., 2002).

El primer paso en intentar obtener la estructura folicular en cultivo fueron células
aisladas disociadas en colagenasa tipo Il y cultivadas a altas concentraciones de
TSH (10mU/mL), lo cual generaba que las células aisladas se reagruparan y
formaran estructuras similares a foliculos cerrados con coloide pero sin lamina
basal; dichas estructuras fueron denominadas pseudofoliculos (Fayet et al., 1982).
Con este modelo se logré obtener estructuras similares a foliculos, que concentran
yoduro en su cavidad durante 4 dias y mantienen su morfologia durante 6 dias
(Fayet et al., 1982).

Pero como ellos mismos lo indican, el cultivo de foliculos de tiroides tiene como
objetivo mantener la estructura folicular y la polaridad de los tirocitos, para

mantener sus propiedades funcionales (Fayet et al., 1982).

e Cultivo tridimensional de foliculos cerrados
El cultivo tridimensional de foliculos tiroideos de rata, fue propuesto por Spinel en
1987. Este modelo permite obtener foliculos cerrados y aislados desde el inicio del
cultivo, los cuales permanecen en suspension; manteniendo la estructura y funcién

similar a lo observado in vivo.

Se demostré por primera vez, que al obtener foliculos cerrados (Fig. 7. Ay B) de
rata desde el inicio del cultivo, con y sin TSH, estos mantienen la polaridad del
tirocito (Fig. 7. C.), la funcion normal de sintesis de tiroglobulina y de hormonas
tiroides durante 12 dias (Spinel et al., 1990) y reproducen el efecto Wolff-Chaikoff
mas alla de las 24 horas (Spinel y Yildiz, 1991) y de manera homologa a los
resultados obtenidos de trabajos in vivo (Wolff y Chaikoff, 1948; Denef, 1980;
Many, 1982).
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Se demostré también que el valor de la relacion de captacién sobre organificacion
es del 85 al 95% con y sin TSH (Fig. 8) y que determina la proporcion de foliculos
cerrados, logrando valores mayores a los descritos en la literatura (5 y 10%)
(Spinel 1987).

: K
Figura 7. Cultivo de foliculos en suspen
Foliculos marcados por autoradiografia, se observa el yodo atrapado dentro del coloide lo
gue corrobora foliculos cerrados y resellados. B. Foliculos en suspension antes de la
autoradiografia mostrada en la figura A. Microscopio Optico (MO) 150X. C. Microscopio
electronico (ME), 7580X - 10720X. Tomado de Spinel 1987.
Este modelo actualmente se desarrolla en el grupo de: cultivos celulares y
tridimensionales con y sin matriz extracelular del Centro Internacional de Fisica
(CIF) de la Universidad Nacional de Colombia. En trabajos realizados utilizando
este modelo se demostré que foliculos cerrados de cerdo (Fig. 9. A), conservan
su morfologia y polaridad (Fig. 9. B) desde el primer dia de cultivo y presentan
respuesta a la TSH desde el tercer dia de cultivo (Herrera et al., 2008 y Herrera,

2008).
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Figura 8. Respuesta de foliculos cerrados a la TSH. Porcentaje de captacion y
organificacion de foliculos cerrados cultivados por 12 dias en presencia de TSH 0,1 y 1.0
mU/mL y en ausencia de esta. Tomado de Spinel, 1987.

Figura 9. Cultivo de foliculos de cerdo en suspension sin TSH. A. Notese la capa de
tirocitos alrededor del coloide de aspecto hialino. En estos foliculos también se evidencia
un epitelio cubico y una arquitectura tipica de foliculos de la tiroides (Microscopio Invertido
(MI), Barra 40 ym). B. Tirocitos de los foliculos de A, note las abundantes y largas
microvellosidades (Microscopia electrénica (ME), Ultra-fino, Barra 4 um). (Herrera et al,.
2008, Herrera, 2007).
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3. JUSTIFICACION

Las alteraciones en la funcion de la glandula tiroides producen patologias de gran
importancia, razén por la cual se hace necesario su estudio para el buen
entendimiento de su funcidon y morfologia. Para este efecto se requiere el
desarrollo de un modelo in vitro que simule el comportamiento de la glandula in
vivo. Como hemos visto, los diferentes modelos realizados hasta el momento
tienen como inconvenientes que no se conserva la funcién y morfologia mas alla
de las 24 horas de cultivo. Al no mantener la polaridad celular, se reducen las
posibilidades de realizar estudios de proteinas ubicadas en la parte apical del
tirocito, ademas al no presentar la estructura folicular desde el inicio del cultivo,

hace que no sean homologables con lo que ocurre in vivo.

Segun Wang y colaboradores (2009) el mecanismo bajo el cual el efecto del
exceso de yoduro sobre la glandula tiroides funciona es pobremente conocido, por
lo tanto es necesario establecer un modelo de cultivo de células tiroideas in vitro y
hacer una evaluacion del impacto del exceso de yoduro para entender el

significado y naturaleza del mismo.

El protocolo realizado por el grupo de: cultivos celulares y tridimensionales con y
sin matriz extracelular del CIF, se escogi6 para el presente trabajo ya que permite
estudiar foliculos tiroideos de cerdo in vitro. Siendo muy importante porque
propone un cultivo homologable a in vivo; asi mismo se trabajé sobre tejido
porcino, el cual es un modelo morfoldgica y funcionalmente cercano al humano, lo
cual es evidenciado en medicina humana en estudios de enfermedades,
trasplante de dérganos y suministro de substancias vitales a la vida del hombre
(Roppa, 2008)
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Estudiar la respuesta de foliculos de tiroides de cerdo (Sus domesticus) en

presencia de dosis crecientes de yoduro y hormona tirotrépica (TSH).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones del empleo de yoduro radiactivo para
determinar la funcion de captaciéon y organificacion de yoduro por foliculos
de tiroides en cultivo.

e Estudiar la respuesta de los foliculos con dosis crecientes de yoduro.

e Analizar las diferencias en presencia o ausencia de TSH sobre la funcion de
foliculos en cultivo.
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5. MATERIALES Y METODOS

Obtencién del Tejido tiroideo
Para este trabajo se seleccioné el tejido porcino, por ser un modelo morfoldgica y
funcionalmente cercano al humano (Mussart y Coppo, 2006), y por su facilidad de

obtencion.

Las glandulas tiroides de cerdo fueron obtenidas del Frigorifico Guadalupe
(Bogota, Colombia), minutos después del sacrificio del animal. Se realizd la
diseccion de los dos lobulos utilizando tijeras estériles y se pasaron a alcohol al
setenta por ciento (70%) durante (1) un minuto, con el fin de eliminar la
contaminacion obtenida del ambiente durante la extraccion de la glandula
(Herrera, 2008). Se utilizaron 3 6 4 glandulas, dependiendo de la cantidad de
material necesario para cada experimento. Posteriormente, las glandulas fueron
pasadas a medio de cultivo (el cual denominaremos como COON en el texto)
previamente filtrado y con antibidtico (penicilina 100pU/mL -estreptomicina
100ug/mL) y anfotericina (2,5ug/mL) y medio COON. De esta manera se

transportaron para realizar la diseccion.

Aislamiento de foliculos Tiroideos

Preparacion del tejido

Este procedimiento se realiz6 en una cabina de flujo vertical utilizando pinzas de
punta fina, bisturi y cuchillas Minora®. Se inici6 con la remocién del tejido capsular
externo del lI6bulo de la glandula tiroidea. Posteriormente se selecciond y diseco
una porcion interna de la glandula, se eliminé el tejido muerto a causa del alcohol
al 70%. La porcién interna fue dispuesta en una tapa de caja Petri de 75 mm de
diametro con 3 mL de COON, para evitar el desecamiento del tejido mientras se
realizaron los cortes. El tejido escogido fue cortado en fragmentos pequeiios de
aproximadamente 3mm?, intentando tomar la menor cantidad de tejido conjuntivo
posible y finalmente se paso a la disociacion enzimatica, para separar los foliculos

unidos por tejido conectivo (Herrera, 2007).
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Disociacion Enzimatica y Mecanica

Los fragmentos de la diseccion se dispusieron en un frasco de base plana con 5
mL en solucién de 400 mU/mL de Colagenasa tipo Il (Sigma) en COON, a 37°C y
una agitacion de 160 oscilaciones por minuto (opm), durante 15 minutos (min);
esta solucion cubria completamente los cortes. La Colagenasa, al ser utilizada en
la concentracion adecuada, presenta una ventaja en la disociacién de tejido
epitelial al no disociar los complejos de unién entre las células, y de esta manera

no altera la estructura folicular (Spinel, 1987).

Posterior a la disociacién enzimética, se realiz6 una disociacion mecéanica en la
misma solucion. Para la disociacion mecénica, se utilizaron pipetas de vidrio de 20
mL, con un didmetro de 4 mm en su extremo. Los fragmentos de tejido se
resuspendieron 10 veces con suaves agitaciones, evitando la aparicion de
burbujas y turbulencia que puedan afectar la estructura folicular, logrando una
disociacion suave que no dafie o abra los foliculos. (Spinel, 1987). Pasada esta
primera disociacién enzimética y mecanica, los fragmentos de tejido se dejaron
decantar y el sobrenadante fue eliminado, ya que la cantidad de foliculos
presentes no era significativa, y porque presentaba residuos celulares y tejido

conjuntivo amorfo.

Los fragmentos de tejido precipitados fueron sometidos nuevamente a disociacion
enzimatica durante 30 min en bafio Maria a 37°C y a 160 opm, y posteriormente
se realizé una disociacion mecéanica como ya fue descrita. ElI sobrenadante
obtenido con los foliculos de interés, fue sometido a 3 lavados con medio de
cultivo COON con suero fetal bovino (SFB) al 2% centrifugando a 50 g durante 5
min; para eliminar los residuos de Colagenasa, y de esta manera prevenir la
perdida estructural de los foliculos. Se realiz6 una tercera etapa de disociacion
enzimatica y mecanica con los fragmentos de tejido tiroideos, a los cuales se les

realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Una vez fueron realizados los lavados se reunié todo el material disociado y se
filtr6 por medio de una malla metalica con poros de 300um de diametro, con el fin

de eliminar el tejido no disociado.

En el dltimo lavado, se resuspendieron los foliculos en COON con 0,5% de SFB

para su cultivo (Herrera, 2007).

Cultivo de Foliculos

El cultivo de foliculos en suspension se realizo en cajas Petri de 75mm con COON
y SFB 0.5%, previamente recubiertas con agarosa tipo Il al 1%. La agarosa
cumple la funcién de evitar que los foliculos viables se adhieran al fondo de la
caja, permaneciendo en suspension. Finalmente el cultivo se dej6 bajo las
siguientes condiciones: temperatura de 37 °C, atmodsfera de 95% de aire, 5% de
diéxido de carbono y humedad saturada. Los foliculos se preincubaron por 8
horas, pasadas las cuales se realiz6 cambio de medio, centrifugando a 50 g
durante 5 minutos, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo los foliculos en
COON con SFB al 0.5%.

Prueba de viabilidad

Antes de iniciar el cultivo se realizo sisteméaticamente el examen de exclusion con
azul Tripan 5%. La prueba de azul Tripan, ademas, de indicar la viabilidad celular
que siempre fue positiva para el epitelio folicular, permite distinguir entre los
foliculos que conservan su estructura de los que no, ya que al perder la estructura
folicular, el azul Tripan se observa dentro de las cavidades foliculares mostrando
una coloracion azul, a diferencia de los foliculos que permanecen con su

estructura definida, los cuales no presentan coloracidén en su interior.

Ajuste de condiciones

El ajuste de condiciones para trabajar con I*%°

y las medidas de captaciéon y
organificacion se realizaron en la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC), ya que alli se tienen las medidas de seguridad necesarias para trabajar

con yodo radiactivo.
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Posterior al cambio de medio, los foliculos fueron transportados a la FIDIC en
tubos de 15 mL. Cada tubo tenia foliculos en 500puL de COON con SFB 0,5%. Se
hicieron los siguientes grupos experimentales que muestra la tabla 1.

Tiempo de cultivo
05h 6h 24h 4
Sin Nal sin TSH 2

Grupos Experimentales h

N

Sin Nal + 1 mU/mL de TSH
Nal 10~ M sin TSH

Nal 107 M + 1 mU/mL de TSH
Nal 10 M sin TSH

Nal 10° M + 1 mU/mL de TSH

Sin Nal + ClO, 30uM sin TSH

Sin Nal + ClO, 30pM + 1 mU/mL de TSH
Nal 107" M + CIO,” 30pM sin TSH
Nal 107 M + ClO,” 30uM + 1 mU/mL de TSH
Nal 10° M + CIO,” 30uM sin TSH
Nal 10° M + ClO,” 30uM + 1 mU/mL de TSH

N NDMNDNDNMNMNDND DN |AAREMMBEDNDDN

8
2
2
4
4
4
4
2
2
2
2
2
2

N NDDNDNMNMNDND DN AR BAEDN
N NDDNDNDND DN |IAREBMMBMDN

Tabla 1. Indica las condiciones de los experimentos realizados. Los niumeros en las
columnas indican las réplicas por cada tratamiento. En cada experimento se determiné la
radiactividad en un contador gamma de pozo utilizando Nal*?®>. TSH: Hormona tireotrépica;
Nal: yoduro 127 de sodio; M: Molar; CIO,-: perclorato.

Para las medidas de captacion y organificacién se utilizé yodo radiactivo (Nal*?®)
como trazador (Tabla 2), teniendo en cuenta la concentracién de yodo frio (Nal **")
adicionado, de esta manera se establecié una proporcién adecuada entre estos

(Spinel, 1987).

CONCENTRACIONES YODURO RADIACTIVO PARA CADA TRATAMIENTO

Sin TSH TSH ImU/mL

Sin 1?7 107" M 27 103 M 11?7 Sin 1% 107 M 1?7 103 M I

2.5 uCi I*° 25uCi I 25 uCil™ 2.5 uCil**® 2.5 uCi 1”25 uCi I

Tabla 2. Concentracion de yoduro frio (127) y radiactivo (125) empleado en los diferentes
grupos experimentales de la tabla 1.
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Prueba de funcionalidad

Blancos de yodo 125 (Nal'®).

I'?* con 2 repeticiones de cada uno para un total de

Se realizaron 3 blancos de Na
6 blancos. Los blancos utilizados fueron de 0.125, 1.25 y 2.5 pci de Nal*® en
100puL de COON cada uno. Estos blancos fueron colocados en incubacion el
mismo tiempo que las muestras con foliculos. Para cada medida de captacién y
organificacion los blancos fueron medidos (Fig 10), para determinar la cantidad

total de radioactividad real disponible para cada dia.

curva de calibracion Nal2>
160000
T 140000 y=55.749,494932x+5.535,149157 _#
=) R?=0,999144
< 120000
)
2 100000
€ 80000
B /
8 60000
Wy
g 40000
3 20000 o
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Hci de Nal'25

Figura 10. Curva de calibracion Nal'®. En la grafica se observa un incremento
de Cuentas por minuto (cpm), al aumentar la concentracién de Nal'?®. Esta curva
es la base de los blancos y de poder utilizar las concentraciones de radiactividad
mencionadas en el texto.

Medida de yodo 125 (Nal*?®)

La medida de yodo 125, se realiz6 en un contador gamma de pozo en seco
(Packard Cobra. Auto Gamma Il), obteniendo medidas en cuentas por minutos
(cpm). Para eliminar el ruido proveniente del contador gamma, se realizaron
medidas de tubos vacios antes de realizar cualquier medida, de esta manera se

resto este valor a las muestras y blancos medidos.
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Medida de captaciéon de yodo

Pasado el tiempo de incubacion las muestras fueron sometidas a 3 lavados con
tampén fosfato salino (PBS) suplementado con Nal'?’ (100 veces mas
concentrado con respecto a la concentracion inicial de yodo frio de cada muestra),
y centrifugadas a 50 gravedades durante 5 min tres veces, evitando que los
foliculos se abrieran durante este procedimiento. La adicién del yoduro al PBS se
hizo con el fin de eliminar el yodo radiactivo que no esta unido a los foliculos
(Spinel et al., 1991). Una vez realizados los 3 lavados con PBS se procedio a

realizar las mediciones de las muestras en el contador gamma.

Posterior a la medicion de captacion, a las muestras se les adicion6 1mL de PBS,
100 pL de albumina al 0.5% y 1mL de Acido tricloroacetico al 20% (TCA) en
tampon fosfato salino (PBS), con el fin de romper los foliculos y precipitar
proteinas (Spinel et al., 1991). Finalmente las muestras fueron colocadas a -4°C,

durante 24 horas, para continuar con la medida de organificacion

Medida de laincorporacion de yodo a proteinas (organificacién)

Una vez se realiz6 la medida de captacion, el siguiente paso fue medir cuanto de
ese yodo captado habia sido incorporado a proteinas. Luego de medir la
radiactividad de captacion, se adicion6 1 mL de PBS, 100 uL de albumina fraccién
V y 1 mL de acido tricloroacético (TCA) al 20% durante 12 h a 4°C. . Pasado este
tiempo, se lavé 3 veces con TCA al 10% (100 veces mas concentrado de Nal*?’
con respecto a la muestra) centrifugandolas a 141 g durante 10 minutos con el fin
de precipitar las proteinas. Terminado el ultimo lavado, se extrajo el sobrenadante
y se realizd la medida de radiactividad del precipitado en el contador gamma de
pozo (Spinel, 1987).

Extraccion de ADN y ARN

A las muestras sometidas a pruebas de funcionalidad, se les realizd el
procedimiento de extraccion y cuantificacion de ADN, con el fin de normalizar los
datos. La técnica utilizada para la cuantificacion de ADN es una prueba

colorimétrica de Burton (1955) y Schneider (1945). Esta prueba se basa en la
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reaccion de la difenilamina con las pentosas que hacen parte de la composicion
del &cido desoxirribonucleico, permitiendo determinar la concentracion de los

acidos nucléicos.

Todas las muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 140 gravedades,
eliminando el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 600uL de etanol al
95% a 4°C, y fueron transferidas a tubos Eppendorf de 1,2mL. Luego se
centrifugaron durante 10 min a 180 gravedades, posterior a esto se elimind el
sobrenadante y se adiciondé nuevamente etanol. Las muestras se dejaron durante
20 min a 70°C y se centrifugaron por 10 min a 189 gravedades. El etanol se utilizd
con el fin de remover componentes lipoidales (Schneider, 1945).

El precipitado obtenido fue resuspendido con 600uL de éter a 30°C durante 10 min
y se centrifugo a 180 gravedades durante 10 min. Luego se procedi6 a eliminar el
sobrenadante y se dejé secar el precipitado en el horno (30 minutos
aproximadamente) a 50°C. Al afiadir alcohol etilico y éter se tuvo precaucion de
cerrar inmediatamente la capsula para de esta manera evitar la evaporaciéon del

éter, debido a que es muy volatil.

Al precipitado obtenido se le adicion6 400uL de &cido perclorico (HCIO,) 0,5N
durante 20 min a 70°C. Segun Burton (1955), el uso del acido perclérico 0,5 N
antes de la reaccion de la difenilamina permite que el color obtenido sea el
méximo, ya que el acido perclérico al calentarse permite que el ADN se solubilice
y de esta manera se separe por centrifugacion.

Para determinar la concentracion de ADN de las muestras obtenidas, se realizo
una curva de calibracién utilizando soluciones de ADN de concentracion conocida.
Para la realizacion de la curva se hizo una solucion stock de ADN, con una
concentracion de 100ug de ADN/mL de solucion, diluyendo 10 pg de ADN (de un
vial concentrado a 10mg/mL de ADN de esperma de salmén (Invitrogen)) en 50
mL de NaOH. Una vez preparada la solucion stock de ADN, ésta se diluyo en una
relacion vol/vol en HCIO4 0.5 M para obtener concentraciones de 0, 2, 4,6, 8, 10y

12ug de ADN/400uL de solucion. Posterior a esto, las muestras fueron colocadas
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en bafio Maria a una temperatura de 70°C por 15 min; pasado este tiempo, se le
adicion0 a los tubos para la curva de calibracion y a las muestras obtenidas de
ADN, 600 pL del reactivo de difenilamina, el cual estaba mezclado con
acetaldehido, pues segun Burton (1955), en presencia de este reactivo la

densidad Optica es proporcional a la concentracion de ADN.

La preparacion y adicion del reactivo difenilamina se realiz6 en oscuridad. Las
muestras y blancos se dejaron a 4°C en ausencia de luz durante un tiempo
minimo de 18h. Las lecturas se realizaron 48 h después, en un espectrofotdbmetro
utilizando una longitud de onda de 600 nm . Primero se realizo la lectura de los
blancos para establecer la curva patrén, y después se hicieron las lecturas de las
muestras. La concentracion de ADN de las muestras se calculo por extrapolacion

sobre la recta patron de las densidades Opticas de las soluciones problema.

Procesamiento de datos
Para determinar la cantidad de yodo captado y organificado por las muestras de

foliculos se utilizé yodo radiactivo (1'%

) como trazador. Los datos de las pruebas
funcionales fueron obtenidos en cuentas por minuto (cpm). La cantidad total de
yodo captado y organificado en cada muestra se calculé a partir de la proporcion
entre el yodo radiactivo incorporado y la concentracion de yodo frio que se
adicion6 en cada muestra (Tabla 3). El valor en nanogramos (ng) del contenido de
yodo radiactivo de las muestras se calculé a partir de la radiactividad medida en
cpm de la muestra. La radiactividad medida en cpm del blanco de 2.5 uCi y el
valor de radiactividad especifica para el I'?°. Para evitar un efecto del decaimiento
del yodo radiactivo en los calculos, el valor en cpm de la radiactividad del blanco
de 2.5 pCi fue medido al mismo tiempo que cada muestra, en los diferentes
tiempos de los experimentos. Posterior a esto los datos fueron normalizados sobre
microgramos de ADN para obtener una medida final de yodo total en ng/ ug de

ADN.
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Cantidad de Nal por 500uL demuestra

10"°m 107M 10°M

Yodo frio (ng) 0,00635 6,35 63500

Yodo caliente (ng) 0,03525 0,03525 0,3525
Yodo Total (ng) 0,0416 6,38525 63500,3525

Tabla 3. Medida total de yodo caliente y frio, por concentracién en 500uL de medio de
cultivo.

Manejo material radiactivo

Una vez leida la radioactividad de las muestras, estdn deben ser dispuestas de
acuerdo al manual de proteccién radiologica. Las muestras se consideran material
bioldgico, solido, no compactable de baja actividad. De tal forma que se
almacenan en nevera, en empaques plasticos y a su vez en vial de plomo durante
el tiempo necesario (numero de vidas medias) para que su actividad sea minima;

teniendo en cuenta que la vida media del I'*

es de 60 dias. Luego del
decaimiento, el material podra ser desechado como material biolégico para ser

incinerado (Torres, 2002 y Martin et al. 2002).
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6. RESULTADOS

Estandarizacion protocolo de cultivo y radiactividad.

En la realizacion de los experimentos preliminares, se encontré que una de las
dificultades para obtener una proporcién importante de foliculos cerrados, es la
forma en que se realiza la disociacion mecéanica. Una disociacion muy fuerte
rompe los foliculos dando como resultado foliculos abiertos y agregados celulares
(Fig 11), hecho que se evidenci6 en la primera serie de experimentos

(preliminares), en los que se observaron principalmente agregados celulares y una

minima proporcion de foliculos cerrados, lo cual se vio reflejado en los resultados
de funcionalidad (Fig 12).
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Figura 11. Cultivo de foliculos de cerdo. Se observan principalmente agregados
celulares (Flecha discontinua), y en la parte central un foliculo cerrado (flecha continua)
con coloide (C). (Microscopio Invertido, 40X)

Las pruebas funcionales se realizaron para las concentraciones de 107 y 10°M de
Nal'?®® en experimentos preliminares, utilizando el yodo radiactivo como marcador,
lo cual permiti6 medir la incorporacién del yoduro al tirocito, y su unién a proteinas.
Aunque en los experimentos preliminares se mostraron valores de captacion y
organificacion (Grafica 1), los datos no pudieron ser normalizados sobre pg de
ADN, ya que la cantidad de ADN presente en cada muestra fue insuficiente para
ser detectado por el espectrofotometro, lo cual corrobora los agregados celulares
desde el inicio y la pérdida de éstos en los diferentes lavados.

Captacion y Organificacién (PBI) de 107 M y 103 M de Nal

Cuentas Por Minuto {(cpm)

H Captacion
m PBI

10-710-3|10-710-310-710-3|10-710-3/10-710-3|10-7 10-3]10-7 10-3|10-7 10-3

CONTSH| SINTSH [CONTSH| SINTSH |CON TSH| SINTSH |[CON TSH| SIN TSH

0,5H 6H 24H 48H

Tiempo en Horas

Figura 12. Experimentos preliminares. Captacion y organificacion del yoduro en
experimentos preliminares para dosis de 10° y 10’'M de Nal en presencia (1,0mU/mL) o
ausencia de TSH, durante 48 horas (H). Los datos mostrados son graficados en cpm
(cuentas por minuto).
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Teniendo en cuenta los primeros resultados, la disociacibn mecanica se realiz6
con especial cuidado de forma lenta y ocasionando la menor turbulencia posible
en el medio con foliculos, asi mismo se implemento la prueba de viabilidad con
azul Tripan (Fig 13), la cual permitié distinguir entre foliculos cerrados (Fig 13. A,

B, y C) y desechos celulares (Fig 13. D).
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Figura 13. Cultivo de foliculos de cerdo en azul Tripan. A, B, C y D. Planos diferentes
de un cultivo de foliculos cerrados y aislados de cerdo., después de 8 h de preincubacion,
observados en Ml y en presencia de azul Tripdn. Se observan foliculos cerrados sin tefiir
(Flechas A, B y C). D. Tejido tefiido de azul Tripan el cual no fue viable (Flecha).
Microscopio Invertido.
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Asi mismo se implementoé la observacion de foliculos en microscopio Optico una

vez realizada la medida de captacion, como se observa en la Fig 14.

Los cambios realizados en la disociacion permitieron la obtencién de foliculos
cerrados y viables, los cuales presentaron medidas de captacion y organificacion.

Estos datos fueron normalizados sobre pg de ADN.

Figura 14. Foliculos en PBS después de medida de captacién. Flecha: foliculo
cerrado. Microscopio Optico, 40X.

Medidas de Captacion y Organificacion

Cada uno de los grupos experimentales (10”7 y 10°M de Nal) con y sin TSH
presentan 4 replicas (Tabla. 1) provenientes de 2 experimentos realizados dias
diferentes, teniendo asi 2 replicas por experimento. Para cada grupo
experimental, Los datos obtenidos de cada experimento presentaron valores muy
alejados el uno del otro, pero con un comportamiento similar, por lo cual se

realizaron graficas separadas de cada experimento.

En los foliculos cultivados sin Nal, no se agrego yodo frio por lo cual los foliculos

solo tenian trazas de yoduro y yodo radiactivo (Tablas 1 y 2). Este tratamiento
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mostro niveles minimos de captacion y organificacion, lo cual era esperado por el

poco nivel de yoduro en el medio. No se observo una respuesta a la TSH (Fig 15).

Captacion y Organificacion (PBI)
0,035
0,03 s (ap con TSH

> 0,025 g 3y 5in TSH
(m] = mpe= = PB| con TSH
< 002 .
5 = == = PR 5in TSH
® 0,015
S
=1s]
c 001

0,005

W T SRR
0 10 20 30 40 50
Tiempo en horas

Figura 15. Medida de Captacién y organificacion sin Nal en presencia y ausencia de TSH,
utilizando 2,5 pci de Nal*®® en tiempos de 0,5, 6, 24, y 48h.

En los foliculos cultivados con 10”7 M de Nal se observé un nivel de captacién que
varia en el tiempo (Figs. 16. A. B). Una medida alta de captacion se observo en los
foliculos cultivados en presencia de TSH, a las 6 horas (Fig. 16. A) y a las 48
horas (Fig. 16. B). En ausencia de TSH las medidas de captacion fueron inferiores
a los foliculos que se encontraba en presencia de TSH, excepto a las 24 horas
(Fig. 16. A), a diferencia de la Fig. 16. B, donde no se observan diferencias
notorias en las medidas de captacion en presencia y ausencia de TSH
exceptuando la hora 48.
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Figura 16. Captacion y organificacion a 10'M de Nal'?’ en ausencia y presencia de

1mU/mL de TSH, utilizando como trazador 2,5uci de Na
48h.
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La organificacion se mantuvo baja con respecto a los valores de captacion (Figs.
16. A.B.), y sin presentar una diferencia marcada entre los tratamientos con y sin
TSH.

En los experimentos realizados con 10°M de Nal (Figs. 17. A. B) se observan
valores de captaciéon mayores a los obtenidos para 107'M de Nal (Figs. 16. A. B),
lo que sugiere que la captacion en los foliculos es proporcional a la concentracion
de Nal *¥’. La mayor captacién se presento en los tratamientos en presencia de
TSH exceptuando la hora 48 (Fig. 17. A).

La organificacion para los dos experimentos de 102 M de Nal mostr6 valores
minimos en los distintos tiempos de medida sin presentarse diferencia entre
tratamientos con y sin TSH (Figs. 17. A. B). En los dos experimentos de 10° M de
Nal se mantiene una proporcién del yoduro organificado con respecto al yoduro
captado (Figs. 17. .A. B). Este comportamiento responde a la descripcién del
efecto Wolff - Chaikoff.
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Figura 17. A. B. Captacion y organificacion a 10°M de Nal'*’ en presencia y ausencia de
1mU/mL de TSH, utilizando como trazador 25 pci de Nal**® en tiempos de 0,5, 6, 24, y

48h.
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Comparando los distintos resultados para captacion, se observo que los valores
fueron incrementando a medida que se aumentaba la dosis de yoduro

evidenciando que la captacion va en proporcion a la dosis (Fig. 18).

Captacion en funcion de la dosis
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Figura 18. Captacion de yoduro por los foliculos en cultivo. Nétese que la funcion de
captacion es directamente proporcional a la concentracion de yoduro frio en el medio de
cultivo.

Tratamientos con Perclorato (ClOy)

Para comprobar si el yoduro captado, en los experimentos anteriormente
mencionados, es dado por actividad fisiologica del foliculo mediante el
cotransportador de membrana (NIS) o por difusion facilitada debido a las distintas
concentraciones de yoduro utilizadas, se realizé una serie de experimentos donde
a foliculos cerrados en cultivo a concentraciones de 107 ,10° M de Nal y en
ausencia de Nal se les adicioné 30uM de perclorato (inhibidor competitivo de NIS),
tomandose medidas de captacion y organificacion en los siguientes tiempos 0.5, 6,
24,y 48 horas.
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En el grupo experimental donde se adiciono 30puM de ClO, sin Nal*?’ (Fig. 19)
no se observan valores de captacion y organificacion en ningun punto, de forma

similar a los resultados obtenidos en la Fig 15 sin yoduro frio.

Captacion y organificacion (PBI) Perclorato 30uM
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< - -®- =pBIsinTSH
0,010
0,005
0,000 m
0 10 20 30 40 50
Tiempo en horas

Figura 19. Captacién y organificacién sin Nal*®’ en presencia y ausencia de TSH,
utilizando 30 pM de &cido perclérico y como trazador 2,5uci de Nal'?®> en tiempos de 0,5,
6, 24, y 48h.

En cultivo con 10°M de Nal y 30uM de ClO4 (Fig 20), se observaron valores de
captacion y organificacion hasta la hora 6 para los tratamientos con TSH y para los
tratamientos sin TSH hasta la hora 24 (Fig 20), presentando valores mayores con
TSH mostrando que una gran parte de lo captado se organificado y el perclorato
logra inhibir la captacion del yoduro a partir de 8 horas sin TSH y a las 24 horas
con TSH (Fig 20).
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Captacién y organificacion (PBI) Perclorato 30uM-10"M de Nal
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Figura 20. Captacion y organificacion a 10'M de Nal**’ en presencia y ausencia de TSH,
utilizando 30 pM de &cido perclérico y como trazador 2,5 pci de Nal*?® en tiempos de 0.5,
6, 24, y 48h.

En los cultivos donde se trabajé con 10°>M de Nal mas 30uM de CIO, " (Fig 21), se
observé una mayor captacion de yoduro en comparacion al experimento con 107'M
de Nal. Asi mismo se presentd un bloqueo de la captacién entre la hora 0.5y 6
para los tratamientos con TSH, y para los tratamientos sin TSH se presento el
bloqueo entre la hora 6 y 24 (Fig 21). La organificacion con respecto a la captacion
es minima desde la hora 0.5.
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Figura 21. Captacion y organificacion a 10°M de Nal**’ en presencia y ausencia de TSH,

utilizando 30 pM de &cido perclérico y como trazador 25pci de Nal*? en tiempos de 0,5, 6,
24,y 48h.

Los valores de captacion en presencia de perclorato fueron incrementando
directamente proporcional a la dosis de yoduro frio utilizados (Fig 22), de forma

similar a los experimentos donde no se utiliz6 perclorato (Fig 18).
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Captacion en funcion de la dosis, Perclorato 30uM
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Figura 22. Captacion de yoduro por los foliculos en cultivo en presencia de 30uM de
perclorato. La funcion de captaciébn en presencia de perclorato es directamente
proporcional a la concentracion de yoduro frio en el medio de cultivo.
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7. DISCUSION

Antes de iniciar la discusion de nuestros resultados, es conveniente mencionar los
resultados obtenidos en los trabajos precedentes del grupo con las tiroides
obtenidas en el Frigorifico Guadalupe, siendo este el lugar donde se adquirieron
las glandulas que se emplearon en este trabajo. En la Fig 23. A, se aprecia el
epitelio casi plano de los foliculos de la tiroides de cerdo aspecto muy similar a
una tiroides hipotiroidea, a diferencia de foliculos normales donde se observa un
epitelio cubico (Fig. 23. C) (Many, 1982). Lo cual se corrobora en la ultra-
estructura de los tirocitos de estos foliculos, (Fig. 23. B. C), donde se aprecia que
presentan un reticulo endoplasmético rugosa (RER), y un complejo de Golgi
conspicuo, pocas microvellosidades, reforzando que son células hipofuncionales
(Denef, 1980; Many, 1980).

obtenido en Frigorifico Guadalupe. Nétese que el epitelio folicular es cubico muy bajo casi
plano, similar a una glandula hipotiroidea. C: Coloide (MO: H y E, Barra 120 um). B.
Aspecto de los tirocitos en microscopio electrénico de los foliculos de A. Se evidencia el
aspecto casi plano de las tirocitos, escaso reticulo endoplasméatico rugoso y complejo de
Golgi, morfologia similar a una célula hipotiroidea, C: Coloide, N: Nucleo (ME: Barra 1,5
um). Imagenes del grupo tomado de Herrera, 2007. C. Tejido de tiroides normal izquierda
nétese el epitelio cubico M.O 220X derecha Ultra-estructura de tirocito M.E. 16,000X,
Tomado de Many, 1982 y Spinel, 1987.
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Las muestras tomadas para realizar los experimentos de este trabajo, fueron
heterogéneas, ya que se utilizaron 4 glandulas por experimento. Esto permitio
tener una muestra aleatoria y representativa de la poblacion de cerdos

procedentes de diferentes fincas, sacrificados en el frigorifico Guadalupe.

En el desarrollo de los primeros cultivos se observaron variables inherentes del
tejido y condiciones metodologicas en el desarrollo de este, que influyeron en el
namero de foliculos cerrados viables. Las variables inherentes del cultivo se
observaban de forma macroscopica, por la heterogeneidad de la muestra debido
al origen de estas. Para homogeneizar este material, la totalidad de cultivo fue
mezclado y posteriormente dejado en preincubacion durante 8 horas, antes de ser

sometido a las distintas condiciones del cultivo.

En los primeros experimentos, se obtuvieron agregados celulares en mayor
proporcion que los foliculos cerrados, lo cual generé datos que no pudieron ser
normalizados y cuantificados sobre ug de ADN (Fig 12). Este resultado se atribuye
a una fuerte digestion mecanica, la cual abre los foliculos, también pudo ser
afectado negativamente el cultivo debido a condiciones propias como: problemas
de incubacién, falta de humedad y CO,. Sin embargo, los resultados de estos
primeros experimentos permitieron demostrar que los foliculos que estén cerrados
desde el principio del cultivo, pese a las condiciones adversas, logran estar

funcionales en este caso hasta las 48 horas.

Estos primeros resultados, permitieron mejorar la forma de realizar la digestion
mecanica cambiando a pipeteos suaves creando la menor turbulencia en el medio,

asi mismo se mejoraron las condiciones de cultivo.

Estos cambios permitieron obtener foliculos cerrados, lo cual se verifico con la
prueba de exclusion de azul Tripan, al igual se realizé un control posterior a la
medicion de captacion, para asegurar que los foliculos continuaban cerrados para
la posterior medicion de organificacion por medio de la observacion de la muestra

en un microscopio éptico.
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Medidas de Captacion y Organificacion

Dado que se estaba trabajando con foliculos cerrados y viables, lo cual fue
comprobado con las pruebas de viabilidad y observaciones al microscopio
después de realizado el proceso de captacion (Fig 13 y 14), en el presente trabajo
se esperaba obtener un comportamiento de captacion y organificacion en los
distintos tiempos similar al reportado por Spinel (1987) en foliculos de rata,
obteniendo porcentajes de organificaciébn cercanos al 90% con respecto a los de

captacion (Fig 8).

La relacion entre la captacion y la organificacién del yoduro total en todos los
experimentos, mostré que la union de yoduro a proteinas fue muy baja con
respecto al yoduro captado por los foliculos. Asi mismo, ningun experimento
mostro diferencia marcadas entre los tratamientos con y sin TSH, lo que muestra
gue los foliculos no se comportaron como se ha reportado in vitro e in vivo, para

foliculos normales (Spinel, 1987).

Segun la literatura (Spinel, 1987), en foliculos normales de rata y en
concentraciones de 10 y 107 M de Nal se presenta una relacion de
organificacion con respecto a captacion por encima del 90%. Los datos obtenidos
de los experimentos no muestran este comportamiento. En los experimentos de
107 M de Nal (Figs. 16. A. B) y sin Nal (Fig. 15), la organificacién es muy baja con
respecto a lo captado (porcentaje menor al 60%). Este comportamiento puede
sugerir que la glandula no presenta un comportamiento fisiologico como lo

mostraron Spinel (1987) in vitro y Wolff y Chaikoff (1948) in vivo en ratas.

En ninguno de los experimentos se observaron diferencias entre los tratamientos
con y sin TSH, a ninguna de las concentraciones de Nal. Este es un resultado que
no se ajusta a lo que ha sido observado in vivo en una glandula tiroidea normal e
in vitro en cultivos de foliculos de rata, en los que se observa una regulacién dada
por la TSH de vias celulares encargadas de la captacion y organificacion (Dayem
et al. 2006). En condiciones normales, se esperaria que los tratamientos con TSH

presenten valores de organificacion por encima del 90% de los valores captados,
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contrario a los tratamientos sin TSH, donde se esperaria observar un decaimiento

de la captacion y organificacion desde el primer dia de cultivo (Fig. 8).

Al presentar una organificacion por debajo del 90% de la captacidbn en los
distintos grupos experimentales y una baja respuesta fisiolégica de los foliculos a
la TSH; se puede sugerir que el tejido tiroideo con el que se trabajo presenta una
respuesta funcional diferente a la reportada por Spinel 1987. Este resultado va
acorde con el trabajo morfolégico realizado por Herrera et al (2008) en el cual se

trabajo con muestras procedentes del frigorifico Guadalupe.

Herrera y colaboradores (2008), reporta foliculos morfolégicamente hipotiroideos
(Fig 22. A. B), los cuales no responden a la TSH hasta el tercer dia de cultivo. En
nuestros datos no se observa una respuesta evidente a la TSH, esto puede
deberse a que las muestras solo duraron 48 horas bajo observacion. La patologia
hipotiroidea se caracteriza por una baja organificacién (Lewis et al., 1963), la cual
fue evidente en todos los experimentos realizados, independiente de los valores

de captacion que se presentaron.

El experimento sin Nal presenta medidas de captacién y organificacion muy bajas,
lo cual indica que los trazos de yoduro en el agua son minimos. Este experimento
evidencia un funcionamiento anormal del tejido, ya que la captaciéon y la
organificacion fueron medidas muy bajas pero muy cercanas, lo que indica que por
mas que el foliculo capte una mayor cantidad de yoduro, como en las otras
concentraciones (107y 10°M de Nal) tiene un “limite” para la organificacion dada

por la anormalidad en su funcion.

Los resultados obtenidos para la concentraciéon de 10° M de Nal, muestran una
organificacion minima a lo largo del tiempo, no se evidencia una diferencia
marcada entre los tratamientos con y sin TSH. Las medidas de organificacion
observadas en este grupo experimental son caracteristicas, ya que en la
concentracién de 107 M de Nal la organificacién con respecto a la captacion es
minima, pero es posible observar variaciones en el tiempo, encontrando picos

altos y bajos de organificacién. En 10> M de Nal esto no ocurre, lo que podria
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demostrar que se esta presentando el efecto Wolff-Chaikoff ya que hay inhibicion
de organificacion desde el primer momento, como reporta Wolff y Chaikoff (1948),

en experimentos in vivo a concentraciones de 10 M de Nal en rata.

Algunos autores (Langer et al., 2003) reportan que el yoduro a altas
concentraciones es toxico, pero los resultados de este trabajo permiten observar
que a una concentracién de 10° M de Nal los foliculos son funcionales,
evidenciado por los valores de captacion a las 48 h de cultivo, siendo estos los
mas altos para esta concentracion de Nal.

Los resultados muestran que la captacion se comportdé en proporcién a la
concentracion de yodo, lo cual generé valores de captacién mayores para 10° M
de Nal seguidos por los datos de 10 M de Nal y finalmente los valores mas bajos,
para el experimento sin Nal (Fig. 18); este mismo comportamiento fue observado

en los tratamientos con perclorato (Fig. 22).

Teniendo en cuenta lo anterior, los estudios previamente realizados y los
resultados obtenidos en el presente trabajo, podriamos sugerir que los foliculos
presentan una funcién similar a foliculos hipotiroideos, debido probablemente a
una dieta alta en yoduro. El hipotiroidismo se evidencia por una organificacion baja
y concentracion de TSH alta en el plasma; esto indicaria como vienen los foliculos
al principio del cultivo y muy posiblemente el punto de inicio, por lo cual se
observa que no responden a la TSH hasta que logran estabilizarse a las
condiciones del medio, como lo reporta Herrera y colaboradores (2008). Al
encontrarse en un medio bajo en yoduro 107 M de Nal o en ausencia de este, el
foliculo debe adaptarse a este cambio. Si el exceso de yoduro en la dieta produjo
un hipotiroidismo reversible, al encontrarse en estas condiciones puede cambiar la
respuesta al yoduro y tratar de retomar las condiciones de un foliculo normal

pasado un tiempo, posiblemente en el dia tres.

Grupos experimentales con perclorato (ClOy)

Cuando se aumenta la concentracion del yoduro (competidor de menor

sensibilidad) y se mantiene la concentracion del perclorato (competidor de mayor
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afinidad), se observa que la inhibicién es total en captacion y PBI pasada unas
horas. A diferencia de la concentracion de 10*° M de Nal (Fig 19), la cual desde la

primera hora se observa inhibicion.

Las Figs 20 y 21 muestran que el perclorato no esta ejerciendo una inhibicion
inmediata por competencia ya que se presentan medidas de captacion y
organificacion durante las 24 h. Esto se puede explicar ya que el comportamiento
cambia al aumentar la dosis de yoduro. Cuando las concentraciones de los
competidores es similar, la inhibicién no se da inmediatamente en el tiempo, segun
Doha'n y colaboradores (2007), esto puede durar entre la hora 4 y 6. En las
concentraciones de 102y 107 M de Nal, se observa inhibicién entre las horas 6 y
24. Sin embargo el tiempo exacto de inhibicion segun la dosis no pudo ser
identificado por la diferencia de tiempo entre una medida y otra.
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8. CONCLUSIONES

El modelo tridimensional es reproducible para pruebas funcionales en

cerdo.

El material trabajado se comporta de forma similar a una glandula
hipotiroidea por lo cual sus resultados no pueden ser homologados a un

modelo de tiroides normal.

La captacion se comportd en proporcion a la dosis. La organificacion
presentd niveles por debajo del 90% de lo captado. Lo que refuerza un

modelo de glandula hipotiroidea.

En ninguna de las concentraciones de yoduro utilizada se observé

respuesta a la TSH.

El efecto Wolff-Chaikoff se presento en la concentracién de 10°3M de Nal,
ya que desde la hora 0.5 la organificacibn mantuvo valores minimos con
respecto a lo captado, lo que demuestra que los foliculos son funcionales y

capaces de reproducir el efecto in vitro.

Cuando se aumenta la concentracion del yoduro y se mantiene la
concentracion del perclorato, se observa que la inhibicion es total para
captacion y organificacién pasadas las 6 primeras horas. A diferencia de la
concentracién de 10 M de Nal, la cual presenta inhibicion desde la

primera hora.

El resultado funcional va acorde a lo observado morfolégicamente por el
grupo, concluyendo que se esta trabajando con un modelo de foliculos de

cerdos que no tienen un comportamiento normal (Hipotiroidismo).
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9. RECOMENDACIONES

Realizar prueba de autoradiografia para asegurar foliculos cerrados. Ya
que el azul Tripan no permite establecer si realmente los foliculos estan

cerrados.

En caso de continuar trabajando con muestras del Frigorifico Guadalupe, es
aconsejable prolongar el tiempo de pre incubacion a 48h. Permitiendo una
mejor respuesta a los tratamientos y asi mismo un comportamiento de

foliculos normales.

Modificar el protocolo utilizado, ya que el material de cultivo para pruebas
funcionales no es adecuado. Haciéndose necesario un gran namero de
digestiones lo cual ocasiona heterogeneidad en los resultados dificultando

el andlisis de estos.

Realizar el mismo trabajo descrito anteriormente en una glandula de cerdo
normal e in vivo.
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