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RESUMEN

En las etapas posteriores a un proceso quirirgico, se desencadena una serie de reacciones
fisiolégicas conocidas como “Respuesta de estrés” (RE), que incluye cambios a nivel neuroendocrino,
inflamatorio y metabdlico. En este proceso se desarrolla una respuesta inmune-inflamatoria en el sitio de la
lesion conocida como “Reaccion de fase aguda” donde se produce una reprogramacion en la expresion de
genes y cambios en el metabolismo. Conjuntamente se presenta la activacion del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal y el sistema simpatico-médulo-adrenal, lo cual conduce a una desregulaciéon hormonal a fin de
liberar hormonas catabolicas y disminuir la secrecion de las hormonas anabolicas. Dos hormonas cuya
expresion se ve modificada por la RE y que estan intimamente relacionadas son catecolaminas vy
hormonas tiroideas, ya que estas Ultimas aumentan el nimero y afinidad de los receptores -adrenérgicos
en el corazdn cuyo resultado final es el incremento de la sensibilidad de este drgano a las acciones de las
catecolaminas, especificamente adrenalina. Tanto la respuesta neuroendocrina, asi como la respuesta
inmune-inflamatoria estan involucradas en las vias para la sintesis de metalotioneina, la cual es considerada
una proteina de fase aguda (PFA) vya que su expresion aumenta durante un proceso inflamatorio

coincidiendo con el incremento de los inductores de la sintesis de PFA.

Este trabajo se enfoco en estudiar el efecto de las hormonas tiroideas como coadyuvantes de las
catecolaminas en la produccion de metalotioneinas en corazén después de un proceso inflamatorio no
infeccioso inducido por una cirugia experimental. Los primeros resultados mostraron que existe una
induccion de la sintesis de MT en corazon con un incremento maximo a las 9 horas y un segundo
incremento a las 16 horas posteriores a la cirugia. Una segunda etapa del trabajo mostré una disminucion
de metalotioneinas cardiacas del 38% en modelos de hipotiroidismo comparados con un grupo en estado
eutiroideo con cirugia, ademas de no presentarse diferencias con el grupo eutiroideo sin cirugia. Por su
parte, los niveles de metalotioneina en un grupo hipertiroideo con cirugia no mostro diferencias comparado
con el grupo eutiroideo con cirugia, sin embargo, existio una disminucion del 36% en los niveles de
metalotioneinas cuando se administro un bloqueador de los receptores -adrenérgicos al grupo hipertiroideo
con cirugia en comparacion con el grupo eutiroideo igualmente con cirugia. Los resultados obtenidos
demuestran la participacién del corazon como o¢rgano productor de metalotioneinas en un proceso
inflamatorio. Por otra parte, los resultados del modelo hipotiroideo evidenciaron el papel de las hormonas
tiroideas en la sintesis de metalotioneinas cardiacas y los datos obtenidos con los grupos hipertiroideos con
y sin el bloqueador B-adrenérgico mostraron la participacion de adrenalina conjuntamente con las hormonas

tiroideas en la induccion de metalotioneinas en corazon.
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1. MARCO TEORICO
1.1. RESPUESTA SISTEMICA AL TRAUMA

Una de las grandes aportaciones de la cirugia del siglo XX, ha sido, sin
duda, el entendimiento de la respuesta sistémica al trauma. Esta investigacion
comenz6 a finales del siglo XVIII con los estudios de John Hunter, quien sugirié
gue la respuesta biologica a la lesion tiene una indole benéfica, postulando asi
que durante el trauma existe un proceso de especial importancia que no pertenece
al dafio, sino al intento de curar. En 1932 Cuthberson elabor6 las bases de la
respuesta metabdlica a una agresién, involucrando los conceptos de “ebb” y “flow”
para describir la diminucion inicial y el incremento en el metabolismo posterior a la

lesion, 1'%34:56.7.8.9.10

El efecto de trauma sobre el organismo es entre otros factores un estrés
metabdlico, mismo que desencadena una respuesta inicial, por medio de la cual
se pretende conservar energia en los oOrganos vitales, modular el sistema
inmunoldgico y retrasar el anabolismo, con el fin de limitar el dafio en el tejido,
destruir organismos infecciosos y activar la reparacion de procesos. Entre los
principales cambios se encuentran, los cambios neuroendocrinos, inflamatorios y
metabdlicos (tabla 1), modulados por el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y
el sistema simpatico-médulo-adrenal (SMA); que en conjunto se conocen como
“‘Respuesta de estrés” (RE). Generalmente la magnitud de la RE es proporcional a

la severidad del dafio. **1%**

11,12,13,14

Tabla 1.- Respuesta sistémica al trauma.
e Activacion del sistema nervioso simpatico

e Respuesta endocrina al trauma
o Secrecion de hormonas pituitarias
o Resistencia a la insulina
e Cambios inmunolégicos y hematicos
Produccion de citocinas
Reaccién de fase aguda
Leucocitosis con neutrofilia
Proliferacion linfocitica.

O
O
O
O
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1.2. RESPUESTA NUROENDOCRINA AL TRAUMA

Después de un trauma, el eje HPA y el sistema SMA (figura 1) son
activados por impulsos nerviosos aferentes desde el area de la lesién o trauma,
resultando en la desregulacién de la secrecién hormonal, liberando hormonas
catabdlicas y disminuyendo la secrecion de hormonas anabdlicas. En términos
generales, la estimulacion del hipotalamo incrementa la secrecion de
catecolaminas desde la medula adrenal, produciendo los efectos cardiovasculares
gue incluyen taquicardia, hipertension y modificacion funcional de ciertos 6rganos
como higado, pancreas y rifion. Dentro de las hormonas anabdlicas disminuidas
se encuentran las hormonas tiroideas, cuya concentracion sérica es inversamente
proporcional a la actividad simpatica, mostrando una reduccion en la produccion
de estas hormonas después de una cirugia y retornando a sus niveles normales
en horas o dias. Los cambios hormonales tienen como objetivo incrementar el
catabolismo, lo cual moviliza sustratos para proveer fuentes de energia y un
mecanismo para retener sales y agua a fin de mantener el volumen sanguineo y la

homeostasis cardiovascular (tabla 2).3,7,6,9,10,11,12,13,14, 15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25.

11, 12, 13,14, 16.

Tabla 2.- Cambios hormonales producidos por factor estresante.

Pituitaria Adrenal Pancreatica Otras
Incremento Hormona del cre(_:|rp|en_to (GH) Catecolaminas
Hormona adrenocorticétrofica (ACTH) . . .
dela . Cortisol Glucagon Renina
secrecion Prolactina Aldosterona
Arginina-Vasopresina (AVP)
Sin cambios Hormona est|(r1|1_g|g;1te de tiroides
en la L
secrecién Hormona luteinizante (LH)
Hormona foliculo estimulante (FSH)
e e En Testosterona
. Estrogeno
el e Insulina Triyodotironina
secrecion (T3)
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| ESTIMULO

Hipotalamo

Sistema nervioso
simpatico

l

P
V|
Medula suprarrenal
. T2
Hormonas Retroalimentacion 28271l
>  Hipofisis anterior
tiroideas (T4y T3) negativa ¥ l

)

Catecolaminas
(adrenalina)

Glandula TSH
tir |

Figura 1.- Activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal y el eje simpético-medulo-adrenal.

1.3. HORMONAS TIROIDEAS

La glandula tiroides es un érgano situado en la regidn anterior del cuello, por
encima de la traquea y por debajo del cartilago cricoides. La unidad basica es el
foliculo tiroideo cuya pared contiene dos tipos de células: 1) células foliculares, las
cuales producen coloide, formado principalmente de tiroglobulina (TG) y hormonas
tiroideas (HT) y 2) células parafoliculares o células C, las cuales sintetizan

calcitonina. 262728

1.3.1. Estructura de las hormonas tiroideas

La estructura quimica de las HT deriva de la tirosina, la cual se encuentra formada
de dos anillos fendlicos unidos por un enlace éter, con una sustitucién parcial o

completa con 4tomos de yodo en los carbonos 3, 5, 3’y 5. (Figura 2) % 2°
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R3 A3
NH,
|
HO o] H,—CH— COOH
R5 A5
Nombre comun Simbolo Sustituyentes Nombre sistematico
R, Ry Rs Ry

Tiroxina T, I [ I I 3'3'5'5"-Tetra-yodo-L-tironina
Triyodotironina T, | I | H 3'3'5-Tri-yodo-L
Triyodotironina reversa My | I H | 335"-Tri-yodo-L
3'5-Tironina 35T, | H | H 3'5-Di-yodo-L-tironina
8’ 3-Tironina 33T, I [ H H 3'3-Di-yodo-L-tironina

Figura 2.- Estructura quimica y molecular de las principales hormonas tiroideas. En el cuadro inferior se
muestra la nomenclatura empleada en relacién a los sustituyentes presentes en las posiciones 3,5, 3", 5'de

. . . 30
los anillos interno y externo respectivamente.

1.3.2. Sintesis, almacenamiento y liberacion de las hormonas tiroideas

Los componentes basicos para la sintesis de HT son la tirosina y el yoduro,
ambos deben ser tomados de la sangre por las células foliculares. La mayoria de
los pasos para la sintesis de HT se llevan a cabo en las moléculas de

tiroglobulina (TG) dentro del coloide.

La glandula tiroides captura yodo de la sangre y posteriormente es
transferido hacia el coloide mediante la bomba de yoduros. Dentro de la célula
folicular el yodo es oxidado a yoduro “activo” por la enzima de membrana
tiroperoxidasa (TPO), ubicada en la membrana luminar. Dentro del coloide, la
TPO unida a la membrana une rapidamente el yoduro a la tirosina dentro de la
molécula de tiroglobulina. La union de un yoduro a la tirosina da lugar a la
monoyodotirosina (MIT), mientras que la union de dos yoduros forma la
diyodotirosina (DIT). Posteriormente ocurre un proceso de acoplamiento entre las
moléculas de tirosina formadas para originar las HT, el acoplamiento de de una
MIT y un DIT da lugar a la triyodotironina o T3 y el acoplamiento de dos DIT forma
la tetrayodotironina o T,4. Estos productos permanecen unidos a la TG hasta que
se separan y son secretadas. En el proceso de secrecion las células foliculares

fagocitan una porcion del coloide que contiene el complejo TG-HT, los lisosomas
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atacan la vesicula fagocitada cuyas enzimas digieren la molécula de TG y
separan las HT biolégicamente activas, Tz y T4, asi como las yodotirosinas

inactivas MIT y DIT, estas ultimas, no tienen valor endocrino.

Por su parte, T3 y Ty, son altamente lipofilicas por lo que pasan libremente
a través de la membrana exterior de las células foliculares para llegar a la sangre
donde se unen rapidamente con varias proteinas plasmaticas, principalmente, a la
globulina fijadora de tiroxina (TBG) la cual se une selectivamente a las HT. Menos
del 0.1% de T, y menos de 1% de T3 permanecen en forma libre para poder

unirse a los receptores de las células blanco y asi ejercer sus efectos (figura 3). %
29, 31,32, 33,34

Blood Thyroid follicular cell Colloid
2 5 I I TPO okl g 4
i | | = | activo =
ADP o
ATP *Endoplasmic
reticulum/Golgi
| complex
Lysosome
10 MIT 8
DIT
T,
Ty Ta T.
Ry
TGB. Tiroglobulina. 1 ™. Yodo. MIT. Mon oyodotirosina. DIT. Diyodotirosina.
TPO. Tiroperoxidasa T3. Triyodotironina. T4. Tetrayodotironina.

Figura 3.- Sintesis, almacenamiento, secrecion y transporte de las hormonas tiroideas. 1) La tiroglobulina es
transportada hacia el colide. 2) El yodo es llevado por transporte activo desde la sangre hacia el coloide. 3) El
yodo es oxidado a yoduro activo por la tiroperoxidasa. 4) El yoduro activo entra al coloide. 5) TPO une el yodo
a la tirosina para dar lugar la MIT y DIT. 6) Acoplamiento de MIT+DIT para originar Tz y DIT+DIT forma T4. 7)
Fagocitosis de una parte del coloide. 8) Los lisosomas atacan la vesicula degradando TG vy liberando Ts, Ta,

MIT y DIT. 9) Tz y T4 pasan libremente por la membrana al ser altamente lipofilicas. 10) En circulacion Tz y Ta

. " L Tomado de Sherwood.L Fisiologia humana. De las células a los sistemas.
se ene a la globulina fijadora de tiroxina.

Capituo 19: Glandulas endocrinas periféricas. 7a. Edicion. Editorial Cengage Learning. 2011

5|Pagina




1.3.3. Regulacion de laliberacion y sintesis de las hormonas tiroideas

Retroalimentacion negativa

La regulacién de la secrecion de estas hormonas

sigue la via del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, e

inicia. con un mecanismo de retroalimentacion

negativa de la concentracion de las HT sobre el

Adenohipdfisis

hipotalamo, que secreta hormona liberadora de
tirotropina (TRH) que al unirse a sus receptores en la
adenohipofisis estimula la liberacion de hormona

Glandula

Sisase estimulante de tiroides (TSH), la cual actia

AT directamente en las células foliculares de la tiroides,

N\——/ incrementando la liberacion y produccion de HT,
\ 4
A . - ., , .
N © 7'3 “"”"“."‘] Fediada manteniendo asi regulada concentracion sérica de T3

26, 28, 29, 32, 33, 35

Figura 4.- Regulacion de la sintesis y

y T4 (Figura 4)

secrecion de hormonas tiroideas
ejercido por el eje hipotalamo-
adenohipdfisis-glandula tiroidea.

1.3.4. Mecanismo de accién de las hormonas tiroideas

Las HT presentan dos tipos de mecanismos de accion, genémico y no gendmico:
26, 29, 30, 35, 36, 37

a)

b)

Gendmico: incrementan o inhibe la expresion de determinados genes, muchos
de ellos involucrados en las vias metabdlicas, proceso de proliferacion celular y
apoptosis. Para poder ejercer sus acciones, Tz (al ser la hormona
biol6gicamente activa) debe unirse a los receptores nucleares de hormonas
tiroideas (RT) que actian como factores de transcripcion especificos ya que se
unen a elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE), hasta la fecha se
han descrito 4 isoformas de los receptores de las hormona tiroideas, los cuales
se muestran en la tabla 3. %3 38:39.40.41

Mecanismo no gendmico: las HT también tiene efectos rapidos en el citosol y la
membrana plasmatica, son acciones extranuclares e independientes de los

receptores. Entre ellas se encuentran regulacion del transporte de Na*, K,
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Ca™ y glucosa, trafico de proteinas intracelulares y regulacién de algunas

proteinas quinasas. Estos efectos aun no son dilucidados completamente, pero

predominan en el sistema cardiovascular, 2% 3% 38 39.40.41

Tabla 3.- Isoformas de los receptores de las hormonas tiroideas.

Receptor Localizaciéon Funcion
TRa1 Cerebro, musculo, hueso, corazény Une las hormonas tiroideas
tejido adiposo
TRa 2 Ubicua Puede bloquear la accion de otras
isoformas
TRB1 Cerebro, cerebelo, higado, corazén, Une hormonas tiroideas.
tejido adiposo y rifion
TRB 2 Adenohipdfisis e hipotdlamo, cerebro Une hormonas tiroideas, control
en desarrollo y oido interno del eje tiroideo

1.3.5. Acciones de las hormonas tiroideas

La accion principal de las HT (especificamente T3) es la activacion de un
gran numero de genes, este trabajo lo desempefia en casi todas las células del
organismo debido a que inducen la sintesis de una gran variedad de enzimas,
proteinas estructurales, transportadoras y otras sustancias. El resultado neto es
un aumento generalizado de la actividad funcional del organismo. Debido a que
cada organo posee diferente expresion de receptores y sus isoformas, y que
existen diferencias en la actividad de las desyodasas, cabe asumir que existen

diferencias en las respuestas de los diferentes érganos. *2

1.3.6. Mecanismos celulares y moleculares del efecto de la hormona

tiroidea sobre el corazoén

T3 tiene acciones relevantes sobre el corazon y la circulacion, generando
multiples cambios que incluyen alteraciones hemodinamicas y efectos mediados
sobre el miocito cardiaco a través de la expresion génica. La Tj libre sérica entra
en las células mediante un proceso de difusion facilitada y pasa directamente al
nucleo sin unirse a otra proteina dentro de la célula (Figura 5). La mayoria de las
observaciones indican que los miocitos cardiacos no pueden metabolizar T4 ni T3

y, por lo tanto, todos los efectos nucleares y los cambios de expresion génica se
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deben a los cambios en las concentraciones sanguineas de T3. Una vez que
alcanza el miocito, interacciona con RT, la unién de estos receptores con T3, en
combinacién con otros coactivadores, conduce a una activacion transcripcional
optima. Los miocitos cardiacos expresan las isoformas alfa y beta del receptor de
hormona tiroidea (RTa y RTB). Se ha propuesto, aunque sin pruebas directas que
lo confirmen, que RTalfa 1 es la principal isoforma fijadora de T3 en el corazén y
gue la isoforma especifica podria determinar, a su vez, la expresion génica en el
miocito. Las proteinas cardiacas cuya transcripcion es regulada por la HT se
enumeran en la Tabla 4. Entre ellas receptores de la superficie celular, lo cual
proporciona un mecanismo molecular para explicar muchos de los efectos de las

HT en el corazon, 38 39404344
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Figura 5.- Efectos de T3 en el miocito cardiaco por mecanismo de acciéon gendémica y no genémica. Los
mecanismos de accién gendmica involucra la uniéon de Tz a sus RT regulando la transcripcién de genes
cardiacos especificos. Los mecanismos de accion no genoémico incluyen la modulacion directa de canales
ibnicos de membrana indicados con flechas discontinuas. Ts: Triyodotironina; TR: Receptor de hormonas
tiroideas; TRE: Elementos de respuesta de hormonas tiroideas; AC: adenilciclasa; AMPc: adenosina

monofosfato ciclico; ARNm: ARN mensajero; ATPasa: adenosina trifosfato; Kv: canal de potasio activado por
. . . T do de Mantilla D, Echi
voltaje; NCX: canal de sodio; PLB: fosfolambano; RA-B: receptor adrenérgico beta. omado de Mantiia enin
ML, Perel C. Hipertiroidismo y el sistema cardiovascular. Bases fisiologicas y su manifestacion clinica. Insuficiencia

cardiaca. 2010; 5 (4): 157-177
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Tabla 4.- Regulacion de los genes que codifican proteinas cardiacas mediadas por la accion de

. 38
las hormonas tiroideas.

REGULACION POSITIVA REGULACION NEGATIVA
Cadenas pesadas de miosina alfa Cadenas pesadas de miosina beta

Ca'? ATPasa del reticulo sarcoplasmico Fosfolamban

Na‘, K ATPasa Intercambiador de Na*/Ca*
Canales de potasio activados por voltaje Receptor de hormonas tiroideas alfa 1
Péptido natriurético auricular y cerebral Adenilciclasa tipos V, VI

Enzima malica Proteinas Gi con afinidad por el nucleétido

Receptor 3-adrenérgico guanina.
Proteinas Gs con afinidad por el nucleétido guanina
Transportador de nucleétidos de adenina 1

Hay una estrecha relacion entre la actividad de las hormonas tiroideas y las
catecolaminas. En términos generales las hormonas tiroideas incrementan la
cantidad de los receptores -adrenérgicos en el corazon cuyo resultado final es el

incremento de la intensidad de las acciones de las catecolaminas en corazoén. °
14, 38, 39

1.4. CATECOLAMINAS

Existen dos glandulas suprarrenales situadas en el espacio retroperitoneal,
sobre el polo superior de cada rifidn. Cada glandula estd compuesta de dos
organos endocrinos, uno rodeando al otro: a) Corteza adrenal (capa externa): que
secreta glucocorticoides, mineralocorticoides y andrégenos y b) Médula adrenal

(porcion interior): Secreta catecolaminas (CA). *-#>4°

1.4.1. Estructura de las catecolaminas

El termino catecolamina designa a todos aquellos compuestos cuya
estructura molecular central es un grupo catecol (ortodihidroxibenceno) unido a
una cadena lateral con un grupo amino (figura 6), La catecolaminas de importancia
biol6gica son: 1) Adrenalina (A): Almacenada y sintetizada en la medula adrenal
constituyendo mas del 80% del contenido y liberada a la circulacion, 2)

Noradrenalina (NA) y 3) Dopamina (D). 2> 314547 48.49
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Figura 6.- Estructura molecular de las principales catecolaminas.

1.4.2. Biosintesis y secrecién de catecolaminas

Las CA, son sintetizadas a partir de un aminoacido precursor, L-tirosina la

cual entra a las células cromafines a través de un transporte activo, una vez ahi,

se llevan a cabo 4 reacciones quimicas catalizadas por diferentes enzimas, las

cuales se enlistan en la tabla 5, indicando la enzima y cofactores involucrados. **

45,46,47,50,51,52 | 5 secrecién de CA se produce mediante un proceso de exocitosis,

cuyo estimulo de iniciacién es un neurotransmisor (acetilcolina) liberado de las

terminales nerviosas simpaticas preganglionares.

Tabla 5.- Etapas de la biosintesis de catecolaminas.

31, 47,52

31

Etapa 1 2 3 4
Reaccion Hidroxilacién Descarboxilacion Hidroxilacién Metilacién
o . . Descarboxilasa de L- Dopamina-f3- Feniletanolamina-N-
. Tirosina-Hidroxilasa S, . . . .
Enzima (TH) Aminoacidos aromaticos Hidroxilasa Metil-Tranferasa
(DOPA descarboxilasa) (DBH) (PNMT)
B4 7 T
Cofactor O?’ Fe . Piridoxal fosfato Oz, Cu™, S adgngsnl
tetrahidropteridina ascorbato metionina
Molécula Tirosina Dihidroxifenilalanina Dopamina Noradrenalina
inicial (DOPA) P
Dihi ifenilalani . . .
Producto I |dr(()|>;|oe|:'|£1 anina Dopamina Noradrenalina Adrenalina
Localizacién Citosol Citosol Granu.los Citosol
cromafines

1.4.3. Regulacion de la biosintesis de catecolaminas

La regulacion de la biosintesis de catecolaminas en la médula adrenal

(figura 7), se puede llevar a cabo en diferentes partes de la ruta sintética. El punto

de control mas importante es a nivel de la tirosina-hidroxilasa (TH), la cual

convierte tirosina en dihidroxifenilalanina, de esta manera, cuando existe aumento
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de catecoles intracelulares, se presenta una hiporegulacion de la actividad de esta
enzima, ademas, ciertas sustancias como los glucocorticoides y diferentes
proteina-quinasas, regulan la transcripcién de las enzimas involucradas en la ruta
sintética de las CA. 4®4">2

\ Corteza

Figura 7.- Regulacion de la biosintesis de adrenalina por la médula suprarrenal.

1.4.4. Funciones y mecanismo de accion de las catecolaminas

Las acciones sistémicas de las CA son mediadas por su unién a receptores
de membrana que se conocen con el nombre de receptores adrenérgicos. Este
tipo de receptores forman parte de la familia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) y ocasionan efectos diferentes dependiendo de los subtipos
de proteinas G a las que estan asociados y al mecanismo de transduccion de
sefial vinculado, por lo cual, los efectos fisiolégicos de las CA dependen del

receptor especifico al cual se unen (tabla 6). 34952 53, 4. 55,56, 57, 58, 59
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Existen 3 tipos de receptores adrenérgicos: a-adrenérgicos, B-adrenérgicos

y dopaminérgicos, cada uno de ellos presentando diferentes subtipos (ai, a,,B1,

B2,83, DA1 y DA, ), los cuales se encuentran ampliamente distribuidos por el

organismo, mediando reacciones especificas (tabla 6).

49, 53, 54, 55, 57, 60, 61

Tabla 6.- Caracteristicas de los receptores adrenérgicos. =7, 60,61
Receptor Agonista Progama bioqus;:r;Oisos Tejido Reacciones
Contraccién
Musculo liso vascular Contraccién
Aumento de Mdusculo liso Glucogenodlisis,
o A=NA Gq Fosfolipasa genitourinario gluconeogénesis
Az, CyD Higado Hiperpolarizacién y
Musculo liso iptestinal, relajacion
Corazon Aumento de la frecuencia
cardiaca
Disminuye Islotes pancreéticos Disminucion de la secrecion
adenilato (Células B) de insulina
a2 A=NA Gio ciclasay Pla.queFas I Agregaciér? .
aumenta Terminaciones Disminucién de la liberacion
canales de K* nerviosas de NA
Musculo liso vascular Contraccién
Aumenta Aumento de la fuerza 'y
adenilato Corazén ritmo de contraccion y de la
_ Gs ciclasay , velocidad de conduccién AV
B1 A=NA Células
canales de uxtaglomerulares nodal
ca® tipo L y 9 Aumento de la secrecion de
renina
Musculo liso (vascular, Relajacion
Aumenta brqnquial, Glucogendlisis y captacion
B2 A>NA Gs ad_enllato gastr_omte_stln_al y de K+
ciclasa genitourinario) s
Musculo estriado GIucogean|S|s_y
. luconeogénesis
Higado 9
Aumenta
B3 A <NA Gs adenilato Tejido adiposo Lipdlisis.
ciclasa

El mecanismo de accion de A uniéndose a su receptor sigue la via de

activaciéon del AMPc como segundo mensajero. Cuando A se une a su receptor

acoplado a la proteinas Gs, pasa de estado inactivo a activo, separandose la

subunidad a y dirigiéndose a la adenilato ciclasa activandola, esta ultima, induce la

conversion de ATP a AMPc, el cual actia como segundo mensajero activando a la

enzima proteina cinasa A, la cual es capaz de fosforilar proteinas celulares

importantes en diferentes vias de sefializacién. La fosforilacién provoca que la
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proteina cambie de funcién y forma activandola, dando lugar asi, una amplia gama

de respuestas celulares (figura 8) 4" 4% %2 36,57

Adrenalina Adenilato

N\lumnnl Ciclasa
KD

Receptor
ﬁ-Adrenérgico\

Proteina G

Proteina G Activa

Inactiva
A

) ‘ /\ /\

GTP GDP AMPc + PPi (2)Pi

Subunidades
Cataliticas MP(

Subunidades

Reguladoras \;E D J
Sitios de unién L z u Q\B

del AMPc

Proteina Quinasa A (PKA) Proteina Qlunas1 A (PKA)
Inactiva Activa

S

Respues ta e
celular Proteina Proteina
e especifica especifica
activa inactiva

Figura 8.- Mecanismo de accion de la adrenalina por medio de la activacion del AMPc como

segundo mensajero.

1.5. RESPUESTA INFLAMATORIA

Ademas de la respuesta neuroendocrina, durante la RE se desarrolla un
proceso de inflamacion, que es la respuesta del sistema inmunol6égico de un
organismo al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por cualquier
agresor. Esta respuesta tiene un caracter protector, que implica un enorme gasto
de energia metabdlica. La inflamacion aguda tiene un inicio rapido y de corta
duracion que comprende reacciones localizadas (caracterizadas por la presencia
de tumefaccion, enrojecimiento, calor, dolor y pérdida de la funcién en la zona del
dafno) y generalizadas; el objetivo de este proceso es restaurar la homeostasis y
eliminar la causa de la perturbacion. La reaccion inflamatoria esth acomparfada de

una respuesta sistémica conocida como respuesta de fase aguda (RFA) en donde
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se presenta una reprogramacion rapida de la expresién de genes y cambios en el
metabolismo en respuesta a la sefalizacibn de citocinas inflamatorias. Las
citocinas (interleucinas e interferones). Son proteinas de baja masa molecular que
actuan como mediadores intracelulares, son producidas por leucocitos activados,
fibroblastos y células endoteliales en respuesta a un dafio tisular. Intervienen en la
respuesta inmunitaria y en la inflamacidn, participan en procesos de diferenciacion
y proliferacion celular, modulan el metabolismo y estan implicadas en numerosos
procesos patolégicos.

Las principales citocinas liberadas son interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a). La respuesta al dafio inicia con la
liberacion de IL-1 y TNF-a desde los macréfagos y monocitos activados en el sitio
de lesidn, y estas a su vez estimulan la produccién y liberacién de otras citocinas,
particularmente IL-6, responsable de la inducciéon de cambios sistémicos en la
RFA, durante la cual se sintetizan proteinas de fase aguda (PFA) que actian
como mediadores inflamatorios y anti-proteinasas. Entre las PFA se puede
mencionar a la proteina-C reactiva, fibrinbgeno, y otras anti-proteasas.
Actualmente las metalotioneinas (MTs) se encuentran dentro de esta clasificacion
con base en la similitud entre los inductores de la sintesis de PFA y MTs, puesto
gue estudios recientes han demostrado un aumento en la expresion de MTs

durante un proceso inflamatorio. % 1% 176263

1.6. METALOTIONEINAS

Metalotioneinas es el nombre que se les da a una superfamilia de proteinas
descritas y aisladas originalmente de corteza renal equina por Margoshes y Vallee
en 1957, quienes las estudiaron como componentes tisulares responsables de la
acumulacion de cadmio en este 6rgano. En 1960 Kagi y Vallee las caracterizaron
como proteinas pequefias conformadas por 61-68 aminoacidos, con bajo peso
molecular (6-7 kDa), carente de aminoacidos aromaticos e histidinas y con gran
contenido de aminoacidos cisteinas e iones metalicos coordinados en dos
estructuras en forma de “cluster” metal-tiolato, por lo que se les considero como
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73

metaloproteinas.
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1.6.1. Estructuray contenido metélico

Los primeros estudios de la estructura tridimensional de esta proteina en
1990, revelaron que esta formada por dos dominios globulares ( a y ) y dentro de
cada uno de ellos se localiza un “cluster’, el cual unen iones metalicos a la
molécula por enlaces de coordinacién a través de los grupos sulfhidrilo de las
cisteinas, esta conformacion permite que la molécula presente giros helicoidales,
hacia la derecha en el caso del dominio B y hacia la izquierda en el caso del
dominio a. ElI dominio B localizado cerca del extremo N-terminal presenta un
“cluster” con 9 cisteinas que pueden unir 3 iones metalicos divalentes, mientras
que el dominio a cercano al extremo C-terminal tiene un “cluster” con 11
aminoacidos cisteina que unen 4 iones metalicos divalentes. Los dominios se
encuentran unidos entre si por un “loop” o asa dandole cierta flexibilidad, a la

molécula, permitiendo que acepte atomos de diferentes tamarios (figura 9). ©* "

71,74,75,76,77,78, 70, 80, 81

C-terminal

Dominio B Dominio a

A B

Figura 9.- A) Estructura nativa globular de MT con dos agrupamientos moleculares uniendo siete iones
metdlicos. B) Estructura tridimensional de MT, presentandose ambos dominios con su respectivo giro
helicoidal y el asa flexible que le confiere flexibilidad a la molécula.

El contenido metalico puede variar dependiendo del tejido, situacion
fisiologica y condiciones ambientales, y su union a la proteina es reversible, ya
que bajo determinadas condiciones, como un descenso en el pH o variaciones del

estado redox, se pueden desplazar los metales de la molécula y obtener asi la
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apoprotefna.®® " 82 8% 84 8 | 5 variedad de metales que pueden unirse a
metalotioneina (MT) es amplia y su afinidad depende del elemento metalico. La
escala de afinidad entre las MT y los metales es la siguiente: Zn (ll) < Pb (ll) < Cd
(I < Cu (D), Ag () y Bi(l) . En condiciones fisiologicas las MTs pueden coordinar
zinc y cobre. Sin embargo, cuando existe una alta concentracion de otros metales
como contaminates ambientales, tales como cadmio o mercurio, estos pueden

desplazar a los anteriores. % 80 8 87

1.6.2. Clasificacion

La clasificacién de las MTs se basada en la similitud de su secuencia y su relacion
filogenética, dividiendo a la superfamilia de MTs en familias y esta a su vez en
subfamilias, subgrupos e isoformas. Son 15 familias de MT que se distinguen por

su nimero y rango taxonémico segln se describe en la tabla 7. 7 8889 %

Tabla 7.- Clasificacion de las metalotioneinas en las

. . . . 88
diferentes familias de acuerdo a su rango taxonémico.

Familia Rango taxonémico

1 Vertebrados

2 Moluscos

3 Crustaceos

4 Equinodermos

5 Dipteros

6 Nematodos

7 Ciliados
8,9,10,11, 12,13 Hongos

14 Procariotas

15 Plantas

En la familia 1 se encuentras diferentes subfamilias, entre las cuales cuatro
pertenecen a las MTs de mamiferos (MMT-1, mMT-2, mMT-3 y mMT-4). En
humanos se han aislado los cuatro miembros de la familia, y se pueden clasificar

en grupos mayores y menores de acuerdo a los criterios de Broadly: ** ©7 7% 7477,

85, 90, 91, 92, 93
o Grupo mayor: MT-1 y MT-2 distribuidas ampliamente expresandose en la
mayoria de los tejidos del organismo, principalmente en &rganos
parenquimatosos

o Grupo menor: MT-3 y MT-4 limitadas a células especializadas
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1.6.3. Localizacién

Las MTs han sido encontradas en todo el reino animal, plantas superiores,
microorganismos eucariotes y en algunos procariotes. En mamiferos, se expresan
en casi todos los tejidos del organismo, MT-1 y 2 est4 presente en Organos
parenquimatosos como higado, rifién, intestino, testiculos, pulmén, corazén y
cerebro, MT-3 se presenta principalmente en sistema nervioso central (SNC) y MT-

4 esencialmente en epitelio escamoso estratificado. 38 %

Su localizacion subcelular es variada, MT-1 y 2 son proteinas
citoplasmaticas, detectando también su presencia en fracciones mitocondriales y
lisosomales, y en nucleos celulares. Por su parte MT-3 se ha observado asociada a
ribosomas libres al igual que en la region citosolica del reticulo endoplasmico,
membrana exterior de las mitocondrias y en asociaciones con la membrana

plasmaética en procesos celulares de astrocitos, asi como de neuronas. % 8% 9% 93

1.6.4. Funciones

Cuando se trata de nombrar las funciones de las MT se crea un gran
debate, esto es debido a que estas proteinas se encuentras presentes en toda la
escala evolutiva, y se distribuyen en practicamente todas las células del
organismo, aunado a esto, no existe una funcién Unica que comprenda todas las
acciones que realiza la MT en el organismo, por lo que puede ejercer mas de una
funcion. Estas proteinas son consideradas como moléculas multifuncionales, con
base al analisis de secuencias de sus promotores, las que contienen elementos de
respuesta a compuestos tan diversos como glucocorticoides, indicadores de estrés
oxidativo y elementos de respuesta a metales, se han considerado una variedad

de funciones probables. %% 77 81,85 91,94

De todas las funciones atribuibles a las MTs de mamiferos, las mas
estudiadas son su participacion en la homeostasis de metales esenciales,
detoxificacion de metales toxicos, proteccion ante el estrés oxidativo, actividades

antiinflamatorias, antiapoptoticas, antioxidantes, proliferativas, angiogenicas y se
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relacionado con una amplia variedad de enfermedades y condiciones

patolégicas incluyendo Diabetes, Alzheimer y cancer. Describiendo algunas

funciones tenemos:

a)

b)

72,91

Homeostasis de metales esenciales. A nivel celular, la concentracion de
metales fisioldégicos deben ser controlados finamente, debido a que cuando
estos se encuentran en niveles elevados pueden llegar a ser téxicos, por lo
que los organismos cuentan con complejos inorganicos de metales y de
metalochaperonas que almacenan y trasportan iones metélicos de forma
controlada. Debido a sus caracteristicas, se propone que las MTs pueden
asumir este papel, controlando la absorcion, transporte y excrecion de iones
metalicos contribuyendo asi al mantenimiento de la homeostasis de iones
metalicos esenciales, sin embargo, aun no se conoce el mecanismo por el

cual ocurre el intercambio de estos iones. 8% 72 7881, 84,93, 95,96

Detoxificacion de metales pesados. La propuesta que involucra a las MTs
como detoxificantes o protectoras frente a un exceso de metales pesados (Cd,
Pb o Hg), se basa en el aumento de los niveles de MT-1 y 2, ya sea por
amplificacion génica o induccién de la transcripcion, como resultado de un
incremento de la concentracion de los iones metalicos, asi como su capacidad
para ligarlos, basado en sus constantes de afinidad, evitando que

interaccionen con componentes celulares. ®3 77 78 72,84, 92,93, 96

Proteccion ante el estrés oxidativo. En el organismo se generan radicales libres
en diferentes situaciones, como estrés, inflamacién, irradiacion o por
administracion directa de formadores de radicales libres como H,O,; por lo que
el organismo posee mecanismos de defensas para hacerles frente. Se propone
que las MTs podrian formar parte de estos mecanismos debido a sus
caracteristicas de oxido-reduccion conferidas por los grupos sulfidrilos de los
aminodcidos cisteina, estos grupos son altamente nucleofilicos por lo que
pueden reaccionar con mucha afinidad con radicales electréfilos como las

especies reactivas de oxigeno (ROS). %% 72 78. 81,84, 87,90. 93, 95,96, 97, 98
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1.6.5. Induccién

Las MTs son capaces de sintetizarse ante una gran variedad de estimulos o
inductores fisioldgicos, fisiopatolégicos y toxicoldgicos (tabla 8), los cuales son
capaces de actuar tanto en cultivos celulares, asi como in vivo. Debido a la amplia
diversidad y naturaleza de los inductores de estas proteinas, se ha llegado a
concluir que existen mecanismos de respuesta especificos para cada uno, y varios
de ellos inducen la sintesis de MT de manera inespecifica a través de la produccion
de respuestas secundarias en el organismo o como respuesta al estrés,

inflamacion o sobreproduccién de radicales libres (figura 10). %% 80 9% 93,99, 100

.. . . . . . 63,91, 1
Tabla 8.- Factores y condiciones que inducen la sintesis de metalotioneinas.

Factores fisicos Farmacos Hormonas y factores de
Tension elevada de oxigeno Paracetamol crecimiento
Rayos X Adriamicina Glucocorticoides
Rayos UC Bleomicina Progesterona
Exposicion al calor Cefaloridina Estrégenos
Agentes alquilantes Estreptozotocina Catecolaminas
Bromobenceno Cisplatino Glucagoén
Diamida Menadiona Insulina
Dietilmaleato Metronidazol Angiotensina Il
lodoacetato Ciclohexamida IGF-1
lodometano Agentes inflamatorios y citocinas EGF

Solventes Herbicidas
Tetracloruro de carbono LPS Paraquat
Cloroformo Dextrano Diquat

Etanol Turpentina Otros
Isopropanol Interleucina-1 Acido ascorbico
Acetamipteno Interleucina-6 Carragenina
Hidrocarburos INFayy Endotoxinas
Metales TNF a Ejercicio

Cd, Zn, Cu, Hg, Au, Ag, Co, Niy Bi Ayuno
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Figura 10.- Esquema de la regulacién del gen-MT hepético en respuesta a la inflamacion e

infeccion Tomado de Coyle P, Philcox JC, Carey LC, Rofe AM. Metallothionein:The multipurpose protein. CMLS Cell Mol

Life Sci. 2002; 59:627-647

Sabocinski y colaboradores en 1982 demostraron que el proceso
inflamatorio agudo en ausencia de infeccion induce la sintesis de MTs en higado,
para ello se han empleado diversos modelos experimentales que involucran
agentes inflamatorios como lo es el lipopolisacarido bacteriano (LPS), también
denominado endotoxina. Su administracion produce un incremento de la sintesis de
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) a partir de los macréfagos presentes
en el inicio de la reaccion, proceso parecido al que se produce tras la inflamacion,
infeccion o traumatismo. Estas citocinas actian sobre el endotelio incrementando la
permeabilidad y la presencia de proteinas de adhesion. A su vez pueden activar a
otras ceélulas convirtiéndolas en productoras de citocinas y de factores
guimiotacticos. Como consecuencia, se produce infiltracion del tejido por células
iInmunes activadas que sintetizan una segunda onda de citocinas que pueden
alcanzar la circulacion. Estos mediadores contribuyen a incrementar la respuesta
local y conducen a la generacién de una respuesta sistémica. ® % Esta fase se

caracteriza por un incremento de la temperatura corporal, leucocitosis, y activacion
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del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), encontrando un incremento
significativo en la sintesis de MT-1 y MT-2 hepaticas, sin embargo, este efecto
inductor no se limita Gnicamente a este tejido. Bremner y Searle en 1987 y 1990,
respectivamente, demostraron que tras un proceso inflamatorio se observa un
incremento de MT en suero y en otros 6rganos, por ejemplo, rifidn, pancreas,
pulmon, ovarios, intestino, bazo, cerebro y corazon, por lo que se les ha
considerado como proteinas de respuesta de fase aguda. Podiamos definir a la
respuesta de fase aguda como la reaccion del organismo frente a una variacion de
la homeostasis debida a infeccion, dafio tisular, crecimiento neoplasico,

desérdenes inmunoldgicos o estrés; su objetivo es restaurar la homeostasis. &9 %%

101

Otro modelo que ha sido empleado para estudiar la induccion de MT durante
un proceso inflamatorio en ausencia de infeccidn, es la cirugia experimental, la cual
consiste en realizar una incision abdominal al animal de estudio y posteriormente
suturar después de haber expuesto los 6rganos durante un minuto. En estos
estudios se ha observado una induccion en la sintesis de MTs hepaticas en las
primeras 24 horas alcanzando un pico maximo durante las 12 primeras horas
posteriores a la cirugia, por lo que se propone a la liberacibn de mediadores
inflamatorios, como citocinas u hormonas incrementadas por la activacién del eje
HPA provocada por el proceso quirdrgico, como inductores directos de estas

proteinas > %% 9

Los primeros indicios de la induccion de MT por la liberacion de mediadores
inflamatorios se obtuvieron con los estudios de Brandyn y Helving en 1984, quienes
observaron una induccion en la sintesis de MT hepatica tras la administracion
intraperitoneal de adrenalina y noradrenalina, ademés, este mismo efecto se
observd en cultivos de hepatocitos con los trabajos realizados por Cousins y
Coppen en 1987. Hernandez y colaboradores en el 2000, reforzaron los hallazgos
ya descritos al concluir que los mejores inductores de la sintesis de MT hepatica
eran aquellos inductores fisioldgicos originados por el estrés y la inflamacion,
proponiendo la razon tedrica de las propiedades antioxidantes de ésta proteina. En
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sus estudios, observaron que la inmovilizacidbn de ratones ocasionaba que los
niveles de mRNA MT-1 y MT-total (1+2) incrementaran, sin embargo, tras la
administracion de RU486 (bloqueador del receptor de glucocorticoides), disminuyo
considerablemente esta sintesis. También realizo la extirpacion quirdrgica de las
glandulas adrenales (adrenalectomia; ADX) y una ADX simulada (sin la extirpacion
de las glandulas adrenales), posteriormente se sometié a los ratones al mismo
estrés de inmovilizacion. Al medir los niveles de mRNA MT-1, encontré un
incremento similar en ambos grupos. Sin embargo, al cuantificar la MT-total,
describe una mayor sintesis de esta proteina en aquel grupo experimental que solo
tenia la ADX simulada, con respecto al grupo que tenia la ADX. Finalmente se ha

propuesto a los glucocorticoides como inductores de la sintesis de MT hepatica.
63,91

Un estudio realizado en el ano 2007 en el Laboratorio de Investigaciones
Quimico Clinicas (LIQC), cuyo objetivo fue evaluar el comportamiento de la
concentracion sérica de diferentes hormonas (entre ellas catecolaminas) tras un
proceso quirdrgico abdominal en rata, y su relaciéon con el incremento de MT
hepatica; mostré que los niveles séricos de adrenalina aumentan en las etapas
posteriores a la cirugia abdominal, atribuyéndole con ello un papel esencial en el
incremento de la concentracion de MT en respuesta al proceso inflamatorio
inducido por la cirugia, sin embargo este efecto no puede ser relacionado con
noradrenalina, debido a que su concentracion sérica disminuyo tras la el proceso

quirdrgico. > 102103
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Durante el proceso inflamatorio no infeccioso producido durante una cirugia, se
induce la sintesis de MT, como consecuencia de la liberacibn de mediadores
inflamatorios como citocinas y hormonas, el higado ha sido el érgano mas
estudiado, sin embargo, poco se sabe acerca del efecto de un proceso quirdrgico
sobre los niveles de MT en otros Organos. Estudios recientes realizados en el
Laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas, han descrito que en las etapas
posteriores a un proceso quirdrgico abdominal en ratas se produce un aumento de
MT en corazén, sin embargo, aun se desconoce el mecanismo por el cual se

producen estos incrementos.

Estudios previos han mostrado que las MT en higado son inducidas por las
catecolaminas incrementadas durante un proceso quirdrgico, y debido a que el
corazon es sensible a la accion de las catecolaminas en presencia de hormonas
tiroideas a causa de un aumento en el nimero de los receptores B-adrenérgicos

en este drgano, se plantea la siguiente pregunta:

¢ Las hormonas tiroideas coadyuvan en la produccion de metalotioneinas de

corazén durante una cirugia abdominal en rata?
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3. JUSTIFICACION

Las MT son proteinas cuya sintesis es inducida por metales, hormonas, citocinas
y agentes citotoxicos. Estudios previos han demostrado que el estrés producido
por una lesion tisular, induce la sintesis de MT en respuesta al proceso
inflamatorio. Un modelo que ha sido empleado para el estudio de la sintesis de MT
es la cirugia abdominal en animales de laboratorio. Los incrementos de MT
hepatica han sugerido que estas proteinas forman parte de la respuesta de estrés
durante los procesos inflamatorios, y su objetivo principal es ayudar a restaurar la
homeostasis alterada. El 6rganos mas empleado para el estudio de la sintesis de
MT durante la inflaciéon ha sido el higado, debido a su papel en la sintesis de ésta
y otras proteinas, sin embargo, otros 6rganos puedan participar en la respuesta a

los procesos inflamatorios.

Recientemente, en el Laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas, se ha
descrito que en las etapas posteriores a un proceso quirdrgico abdominal, las MT
en corazdn muestran un aumento significativo, sin embargo, aun no se tiene
informacion acerca del mecanismo involucrado en el incremento de estas
proteinas en este érgano. Estudios previos desarrollados por Brandy y Helving en
1984, demostraron el papel de las catecolaminas en la induccion de la sintesis de
MT hepatica, y aunado a esto se ha descrito que las hormonas tiroideas son
capaces de incrementar los receptores de esta hormona, por lo que es importante
determinar si las catecolaminas pueden actuar como inductores de las MT en

corazon y las hormonas tiroideas potenciar esta induccion.
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4.

4.1.

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto de las hormonas tiroideas como coadyuvantes de las

catecolaminas en la produccion de las metalotioneinas en corazon después de un

proceso quirdrgico experimental en ratas

4.2.

ESPECIFICOS
Determinar el incremento maximo de sintesis de metalotioneinas en
corazon durante un proceso inflamatorio.

Establecer un modelo hipo y hiper-tiroideo en ratas por administracién de

farmacos.

Determinar el comportamiento de los niveles de T3y T4 total después de

realizar una cirugia experimental.

Evaluar la sintesis de metalotioneinas en corazén en animales hipo-, eu- e
hiper-tiroideas mediada por un proceso inflamatorio inducido por una cirugia

abdominal.

Corroborar el papel coadyuvante de las hormonas tiroideas en los animales

hiper-tiroideos, mediante la inhibicién de la accién de adrenalina.
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5. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS NULA (Ho):

Las hormonas tiroideas no tienen un efecto coadyuvante de las catecolaminas en
la produccion de metalotioneinas en corazén de rata inducidas por cirugia

abdominal.

5.2. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H):

Las hormonas tiroideas tienen un efecto coadyuvante de las catecolaminas en la
produccion de metalotioneinas en corazén de rata inducidas por cirugia

abdominal.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO

«° 70 Ratas Wistar
- macho adultas
Etapa1: Etapa 4:
Modelo de Pruebas con los
induccion de MT modelos tiroideos
Etapa 2: Etapa 3:

Produccion del los
modelos hipotiroideos
e hipertiroideo

Evaluar los modelos
tiroides después de una
cirugia experimental

Etapa 1: Modelo de
induccion de MT

30 Ratas Macho Adultas
Peso : 300-400 g

S S ) S S

' Sacrificio 16 |
| horas tras la |

n=5 P n=5 n=5 : n=5 n=5 n=5
Control | | Sacrificio 3 | | sacrificio 6 | | Sacrificio 9 | | Sacrificio 12 !
TiempoO | | horas tras horas tras i horas tras | horas tras la |
. (sin cirugia) | | la cirugia la cirugia ! la cirugia | cirugia cirugia
T I N | I S [ S ] I B [ |

_______________________________

i Homogeneizado de
S corazén |
" Cuantificacion de MT por el |
meétodo de saturacion con Cd

i Establecer hora de
sacrificio para los |
modelos tiroideos
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Etapa 2: Produccion del los modelos
hipotiroideos e hipertiroideo

35 Ratas Macho Adultas
Peso:180-210 g

Hipotiroideas n = 10 Eutiroideas n = 10 | Hipertiroideas n = 15 |

* Administracion

- Administracion ; - Administracion
de metimazol E oralc_:reagua " de levotiroxina |
via oral 5 . puriiicada ' (T4), por via oral

__________________________

i Tratamiento por 3
semanas

Cuantificacion de hormonas
tiroideas por EIA

Etapa 3: Evaluar los modelos tiroides después
de una cirugia experimental

|

Eutiroideas
(n=5)

________________ T

Cuantificacion de
hormonas tiroideas por
EIA

Sacrificio a la hora
establecida
""" Cuantificacion de |

hormonas tiroideas por
EIA '
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l—| Etapa 4: Pruebas con los modelos tiroideos ’—l

Grupos control (n=15) Grupos problema (n=20)
Hipotiroicleas (n=5) Hipotiroidias (n=5)
Eutiroide|as (n=5) Eutiroide|as (n=5)
Hipertiroic|leas (n=5) HipertiroidLas (n=5)

Hipertiroideo n=5
Administracion de

Cirugia abdominal

S IS — | - propranolol IP 30
-~ Sacrificio a la hora establecida .~ minantesdela
------------------------ | . cirugiay el sacrificio !

______________________________________________________________________________
'

Cuantificacion de MT por el
método de saturacion con Cd

________________________________________________
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para este trabajo se emplearon 60 ratas macho de la cepa Wistar con un
peso entre 180-200 y 300-400 g, obtenidas del Bioterio “Claude Bernard” de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales fueron alojados en
cajas de policarbonato con serrin y mantenidos bajo condiciones controladas de
temperatura (25 °C), humedad y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Durante todo
el estudio las ratas tuvieron libre acceso a alimento y agua. Todos los
procedimientos empleados en los animales siguieron las normas de acuerdo a la
“Guia para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio” de México y aprobados
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales y a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999. Los animales fueron divididos aleatoriamente en
grupos de 5 individuos, y del mismo modo asignados a los grupos de

experimentacion, los cuales se describen en la tabla 9:

Tabla 9.- Grupos de experimentacién. C/C: con cirugia; S/C: sin cirugia; MT: metalotioneinas; HT:

hormonas tiroideas; a.C: antes de la cirugia; d.C: después de la cirugia.

|

Eutiroideo C/C (0 horas) CONTROL 5 MT d.C
Eutiroideo C/C (3 horas) 5 MT d.C
Eutiroideo C/C (6 horas) 5 MT d.C
Eutiroideo C/C (9 horas) 5 MT d.C 2004309
Eutiroideo C/C (12 horas) 5 MT d.C
Eutiroideo C/C (16 horas) 5 MT d.C
Hipotiroideo S/C CONTROL 5 HTa.CyMTd.C
Hipotiroideo C/C ( 9 horas) 5 HTa.CyMTd.C
Eutiroideo S/C CONTROL 5 HTa.CyMTd.C
Eutiroideo C/C (9 horas) 5 HTa.CyMTd.C 180-210 g
Hipertiroideo S/C CONTROL 5 HTa.CyMTd.C
Hipertiroideo C/C (9 horas) 5 HTa.CyMTd.C
Hipertiroideo + propranolol C/C (9 horas) 5 HTa.CyMTd.C
Eutiroideo C/C 5 HTa.Cyd.C 300-400 g
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7.2. INDUCCION DE METALOTIONEINAS EN CORAZON MEDIANTE UNA
CIRUGIA ABDOMINAL

Todos los animales fueron sometidos a un periodo de ayuno previo a la
cirugia de 8 h. El anestésico utilizado fue Xilacina/Ketamina a una dosis de 0.2 ml/
100 g de peso. Los animales completamente anestesiados fueron sometidos a una
cirugia abdominal de 3 cm, abriendo piel y posteriormente musculo, para dejar
expuestos los érganos internos durante un minuto. Transcurrido este periodo, se
prosiguié a suturar ambas capas con hilo Catgut 4-0. Después de la cirugia, se
continuo con el sacrificio de cada animal a la hora establecida mediante una
perfusion sistémica con solucién salina al 0.95% para eliminar la sangre del
corazén y otros 6rganos. Una vez realizada la perfusion, el corazon fue extraido,
se coloco en un recipiente rotulado y se almacend a -70 °C hasta la realizacion de
los analisis correspondientes. Los grupos que asi lo requerian fueron sometidos,
previa perfusion, a una puncién cardiaca para la obtencion de sangre total, la cual
se coloco en tubos de ensaye perfectamente limpios y rotulados. Una vez que la
sangre coagul6, se obtuvo el suero por centrifugacion a 3500 rpm durante 5

minutos, el suero se almaceno a -20°C hasta la realizacion del andlisis pertinente.

7.3. PRODUCCION DE UN MODELO HIPOTIROIDEO
Administracibn de metimazol (Tapazol 5 mg/tableta. Laboratorio Siegried
Rhein) via oral a una dosis de 4.5 mg/rata/dia durante 3 semanas. El farmaco fue

disuelto en agua purificada. ***

7.4. PRODUCCION DE UN MODELO HIPERTIROIDEO

Administracién por via oral de levotiroxina sédica (Eutirox 125 ug/tableta.

Laboratorio Merck) a una dosis de 75 pg/rata/dia durante 3 semanas. La hormona

fue disuelta en agua purificada. %
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7.5. INHIBICION DE LA ACCION DE ADRENALINA

Administraciéon por via intraperitoneal de propanolol a una dosis de

10mg/kg, 30 minutos antes de la cirugia y sacrificio. El farmaco se disolvié en

agua destilada. %

7.6. CUANTIFICACION DE METALOTIONEINAS POR EL METODO DE
SATURACION CON *°cADMIO

La determinacion de la concentracion de MT cardiaca se realiz6 de acuerdo

al método de saturacion con °°Cd descrito por Eaton y Toal, 1982. *’

Procedimiento:

1.

Mezclar 0.5 g de tejido (corazén) con 500 pL de regulador Tris-HCI 30 mM,
pH 8.6, y homogeneizar.
Centrifugar durante 15 minutos a 12 000 rpm para la obtencion de la fraccién

sobrenadante.

3. A 100 pL del sobrenadante obtenido se adiciona 100 pL de solucién con *°°Cd.

4. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Adicionar una solucién de hemoglobina al 2% para eliminar el **°Cd no unido a

MT.

Los complejos hemoglobina-Cd se precipitan por calor a 95 °C, repetir este
altimo paso una vez mas.

La hemoglobina se precipita mediante centrifugacion durante 5 minutos a 12
000 rpm.

La cantidad de '°°Cd fijado por la MT presente en el sobrenadante se mide
mediante un detector de centelleo (Perkin Elmer Wisard 1470 Automatic

Gamma Counter).

7.7. CUANTIFICACION DE T4 Y T3 TOTAL

La cuantificacion sérica de las hormonas T,y T3 totales en los animales de

experimentacion, se realizo mediante un inmunoensayo (EIA) de tipo competitivo,
empleando un kit comercial de DIAGNOSTICA INTERNACIONAL S.A. de C.V. y
un lector de placas de microelisa Stat Fax Mod. Plus.
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e Tatotal.

FUNDAMENTO: En el T4 EIA, una cierta cantidad de anticuerpo del
anti-T, cubre las cavidades de los micro pozos. Una cantidad moderada del
suero de rata, y una cantidad constante de T, conjugada con la peroxidasa de
rabano se agrega a las cavidades de los micro-pozos. Durante la incubacién, T,y
el conjugado T4 compiten por los sitios de unién limitados en el anticuerpo de anti-
T4. Después de la incubacion, los pozos se lavan para quitar lo que no se une al
conjugado T4. Una solucion de TMB se agrega y es incubada para producir el
desarrollo de color azul. El color revelado es detenido con la adicion de solucién
de paro, y la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 450nm. La
intensidad del color formada es proporcional a la cantidad presente de la enzima y
se relaciona inversamente a la cantidad sin etiquetar de T4 en la muestra.

e T3total

FUNDAMENTO: En el T3 EIA, un segundo anticuerpo (IgG anti-raton de
cabra) esta revestido sobre los pozos de microtitulacion. Una cantidad medida de
suero de rata, una cierta cantidad de anticuerpo anti-T3 monoclonal de raton, y
una cantidad constante de T3 conjugado con peroxidasa de rdbano son agregados
a los depdsitos de microtitulacion. Durante la incubacion, el anticuerpo anti-Tz de
raton es enlazado al segundo anticuerpo sobre los pozos. T3z y T3 conjugado
compiten para los sitios de enlazamiento limitado sobre el anticuerpo anti-Ts.
Después de una incubacién los pozos son lavados para remover conjugado T3 no
enlazado. Una solucion de TMB es agregada e incubada provocando el desarrollo
del color azul. El desarrollo del color es frenado con la adicion de solucion de paro
y la absorbancia es medida espectrofotométricamente a 450nm. La intensidad del
color formado es proporcional a la cantidad de enzima presente y esta

inversamente relacionada con la cantidad de T3 sin etiquetar en la muestra.

En la figura 11, se muestra la curva de calibracién obtenida en el
laboratorio, donde se puede observar la linealidad y la correlacion negativa de la
prueba con la concentracidén sérica de las hormonas tiroideas empleadas (Tz y T4
total). El coeficiente de correlacion entre la cuerva de calibracion establecida por el
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fabricante y la obtenida en el laboratorio para T3 total y T, total fue de 0.97 y 0.99
respectivamente, con lo cual se demuestra que ambas curvas se comportan de
forma similar. Por lo tanto, las curvas de calibracion obtenida en el laboratorio

aseguran la obtencion resultados precisos.

A. Curva de calibracion de T3
total
£ 3
(=]
un
& 2
Rl
S 1
(4]
g —
S 0
0
< 0 2 4 6 8 10
Concentracién de T3 total (ng/mL})
B. Curva de calibracion de Ta
total
E 3
(=]
= 2
T
S 1
s — o
2 0
E 0 2 q [ 8 10 12 14 16 18 20 22 24
=T
Concentracion de Ta total (ug/dL)

Figura 11.- Curva de calibracion para T3 total (A) y T, total (B) sérica, realizada por el método de

EIA de tipo competitivo.

7.8. ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos en los grupos problema se compararon con los
obtenidos en los grupos testigo en cada variable de respuesta mediante la prueba
“t” de student, se consideraron diferencias estadisticamente significativas a un
nivel de p < 0.05. El proceso estadistico realizado entre los diferentes grupos fue

mediante ANOVA de una via, y contraste con una F de Schefee 5%.
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8. RESULTADOS

8.1. INDUCCION DE LA SINTESIS DE METALOTIONEINAS EN
CORAZON MEDIANTE UNA CIRUGIA ABDOMINAL

Con la finalidad de determinar si una cirugia abdominal en animales de
experimentacion produce una induccibn de metalotioneinas en corazén, y
observar el comportamiento de la misma, se establecid un protocolo en el que se
sometié a los animales a un proceso quirargico abdominal experimental. Se
trabajé con un grupo control sin cirugia abdominal (hora 0), y 5 grupos problema a
los que se les realizd una cirugia abdominal bajo protocolos establecidos y con
sacrificio a las 3, 6, 9, 12 y 16 horas posteriores a la cirugia. Con los resultados
obtenidos, pudimos observar el incremento maximo en la concentraciéon de MT,
correspondiente a la induccion por catecolaminas, y sobre esta base, se establecio
la hora de sacrificio a las 9h post-cirugia, para poder evaluar el papel coadyuvante

de T3 sobre la induccién de MT mediada por adrenalina.

Los resultados representados en la figura 12, evidencian que el proceso
quirdrgico abdominal en los animales de experimentacion, produce un
incremento de los niveles de metalotioneinas cardiaca, siendo estadisticamente
significativo a las 9 h post-cirugia, con aumento del 49% respecto al control. Por
otra parte, se observa una disminucién de los niveles de MT a las 12 horas, sin
embargo, los valores permanecen arriba del grupo de 0 horas; y finalmente se
puede apreciar un nuevo incremento significativo a las 16 horas del 63% con

respecto al control.
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Figura 12.- Induccion de metalotioneina en corazén mediante una cirugia abdominal.
Cuantificacién de la concentracion de MT total en corazoén, se realizo mediante el método de saturaciéon
con '®°Cd. Las barras representan la media + EEM de 5 experimentos independientes. El asterisco (*)

indican la diferencia significativa con respecto al grupo control (0 horas), p < 0.05, prueba t de Student.
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8.2. PRODUCCION DEL MODELO HIPOTIROIDEO

Para producir el estado hipotiroideo en los animales de experimentacion,
estos fueron tratados durante 2 periodos, de 3 semanas y 6 semanas, con la
administracion de 4.5 mg/rata/dia de metimazol via oral. Posteriormente al
periodo de administraciéon, se obtuvo una muestra de sangre total mediante
puncién cardiaca y se prosigui6 a cuantificar la concentracion de hormonas

tiroideas sérica (T3 y T4 totales).

Los resultados mostraron que los niveles séricos de las hormonas tiroideas
séricas Tz como de T, totales (representadas en las figuras 13 a la 16),
presentaron una disminucién estadisticamente significativa en ambos periodos de
tratamiento, comparados con los animales control administrados Unicamente con
el vehiculo (agua purificada). La administracién de Metimazol durante 3 semanas
mostrd una disminucion de T, total sérica del 44 % y un 41% de T3 Por su parte, el
tratamiento administrado por 6 semanas disminuyo un 53% los niveles de T4 y un
54% de T3 El andlisis estadistico no evidencié diferencias significativas entre las 3
y 6 semanas (figura 17 y 18), por lo que se considero que se habia logrado
obtener el modelo hipotiroideo desde la tercera semana de administracién y se

trabajo bajo este protocolo para realizar la etapa nimero 3 del proyecto.
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Figura 13.- Produccién de un modelo
hipotiroideo (T4 total sérica). Tres semanas de
tratamiento. Cuantificacion de la concentracion
de T, total sérica mediante un EIA competitivo
en animales de experimentacion tras la
administracion de 4.5 mg/rata/dia de metimazol
via oral durante 3 semanas (barra amarilla). Las
barras representan la media + EEM de 5
experimentos independientes. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con respecto al
grupo eutiroideo (barra verde), p < 0.05, prueba t
de Student.

Figura 14.- Produccién de un modelo
hipotiroideo (T3 total sérica). Tres semanas
de tratamiento. Cuantificacion de la
concentracion de Ts total sérica mediante un EIA
competitivo en animales de experimentacion tras
la administracion de 4.5 mg/rata/dia de
metimazol via oral durante 3 semanas (barra
amarilla). Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo eutiroideo (barra verde), p <
0.05, pruebat de Student.
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Figura 15.- Produccién de un modelo
hipotiroideo (T4 total sérica). Seis semanas
de tratamiento. Cuantificacion de la
concentracion de T, total sérica mediante un EIA
competitivo en animales de experimentacion tras
la administracién de 4.5 mg/rata/dia de
metimazol via oral durante 6 semanas (barra
amarilla). Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo eutiroideo (barra verde), p <
0.05, pruebat de Student.

Figura 16.- Produccion de un modelo
hipotiroideo (T3 total sérica). Seis semanas
de tratamiento. Cuantificacion de Ia
concentracion de T3 total sérica mediante un EIA
competitivo en animales de experimentacion tras
la administracion de 4.5 mg/rata/dia de
metimazol via oral durante 6 semanas (barra
amarilla). Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo eutiroideo (barra verde), p <
0.05, pruebat de Student.
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Figura 17.- Comparacion de los dos
periodos de administracion para la
produccion de un modelo hipotiroideo. (T4
total sérica) Cuantificacibn de la
concentracion de T, total sérica mediante un
EIA competitivo en animales de
experimentacion tras la administracion de 4.5
mg/rata/dia de metimazol via oral durante 3y 6
semanas. Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos independientes,
pruebat de Student, p < 0.05.

Figura 18.- Comparacién de los dos
periodos de administracion para la
produccion de un modelo hipotiroideo. (T3
total sérica) Cuantificacibn de la
concentracion de T3 total sérica mediante un
EIA competitivo en animales de
experimentacién tras la administracién de 4.5
mg/rata/dia de metimazol via oral durante 3y 6
semanas. Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos independientes,
pruebat de Student, p < 0.05.
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8.3. PRODUCCION DEL MODELO HIPERTIROIDEO

Para producir el estado hipertiroideo en los animales de experimentacion,
estos fueron tratados con 75 pg/rata/dia de levotiroxina via oral durante 2
periodos, 3 y 6 semanas, tras lo cual se obtuvo una muestra de sangre total
mediante puncion cardiaca y se prosiguidé a cuantificar la concentracion de

hormonas tiroideas sérica (T3 y T, totales).

Los resultados mostraron que con 3 semanas de tratamiento los niveles
séricos tanto de T3 como de T, totales séricas (representadas en las figuras 19 y
20), presentaron un aumento estadisticamente significativo comparados con los
animales control tratados con el vehiculo (agua purificada) con un incremento de
T, del 80% y un 97% para T3 , sin embargo, después de 6 semanas de
administracion, los niveles de hormonas tiroideas no mostraron aumentos, T4
disminuyo un 17% en comparacion de su grupo control (figura 21), sin embargo
las diferencias no fueron estadisticamente significativas comportandose como un
estado eutiroideo (figura 21). Por su parte T3 disminuy0 su nivel en un 31 %, esta
disminucién fue significativa y se encuentra por debajo del estado eutiroideo
(Figura 22). Ademéas al comparar ambos periodos de administracion se
encontraron diferencias de una reduccion de T3 y T, totales a las 6 semanas de
tratamiento (figuras 23 y 24), por lo que se decidié tratar Unicamente a los
animales por 3 semanas ya en que este periodos se puede producir el estado

hipertiroideo.
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Figura 19.- Produccion de un modelo
hipertiroideo (T, total sérica). Tres
semanas de tratamiento. Cuantificacion de
la concentracion de T, total sérica mediante
un EIA competitivo en animales de
experimentacion tras la administracion de 75
pg/rata/dia de levotiroxina via oral durante 3
semanas (barra azul). Las barras
representan la media + EEM de 5
experimentos independientes. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con respecto al
grupo eutiroideo (barra verde), p < 0.05,

prueba t de Student.

Figura 20.- Produccién de un modelo
hipertiroideo (T3 total sérica). Tres semanas
de tratamiento. Cuantificacion de la
concentracién de T3 total sérica mediante un EIA
competitivo en animales de experimentacion tras
la administracion de 75 pg/rata/dia de
levotiroxina via oral de durante 3 semanas (barra
azul). Las barras representan la media + EEM de
5 experimentos independientes. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con respecto al
grupo eutiroideo (barra verde), p < 0.05, prueba t
de Student.
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Figura 21.- Produccion de un modelo
hipertiroideo (T4 total sérica). Seis semanas
de tratamiento. Cuantificacion de la
concentracion de T, total sérica mediante un
EIA competitivo en animales de
experimentacion tras la administracion de 75
pg/rata/dia de levotiroxina via oral durante 6
semanas (barra azul). Las barras representan
la media + EEM de 5 experimentos
independientes, prueba t de Student, p < 0.05.

Figura 22.- Produccion de un modelo
hipertiroideo (T; total sérica). Seis
semanas de tratamiento. Cuantificacion
de la concentracion de T3 total sérica
mediante un EIA competitivo en animales
de experimentacioén tras la administracion
de 75 ug/rata/dia de levotiroxina via oral
durante 6 semanas (barra azul). Las
barras representan la media + EEM de 5
experimentos independientes. El asterisco
(*) indica diferencia significativa con
respecto al grupo hipo y eutiroideo (barra
amarilla y verde respectivamente), p <
0.05, pruebat de Student.
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Figura 23.- Comparacién de los dos
periodos de administracion para la
produccion de un modelo hipertiroideo. (T4
total  sérica) Cuantificacion de la
concentraciéon de T4 total sérica mediante un
EIA competitivo en animales de
experimentacion tras la administracion de 75
pg/rata/dia de levotiroxina via oral durante 3 'y
6 semanas. Las barras representan la media +
EEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indica diferencia significativa entre
ambos grupos, p < 0.05, prueba t de Student.

Figura 24.- Comparacion de los dos
periodos de administracién para la
produccion de un modelo hipertiroideo. (T3
total sérica) Cuantificacion de la
concentracion de T3 total sérica mediante un
EIA competitivo en animales de
experimentacion tras la administracion de 75
pg/rata/dia de levotiroxina via oral durante 3 y
6 semanas. Las barras representan la media +
EEM de 5 experimentos independientes.. El
asterisco (*) indica diferencia significativa
entre ambos grupos, p < 0.05, prueba t de
Student.
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8.4. CONFIRMACION DEL MODELO

Para corroborar que los niveles de hormonas tiroideas permanecieran
constantes y no se modificaron de manera significativa, posterior a la cirugia
abdominal, y que esto pudiera cambiar nuestros modelos, se estudié un grupo de
animales eutiroideos, a los cuales se les tomo una muestra de sangre total
mediante una puncion cardiaca una semana antes de realizar la cirugia abdominal
segun el protocolo ya establecido. Se realizé la cirugia abdominal, bajo las
condiciones previamente establecidas y con el sacrificio a las 9 horas posteriores
a la misma, se tomo otra muestra de sangre total mediante puncion cardiaca y se

cuantificaron los niveles de hormonas tiroideas séricas (T3 y T4 totales).

Los resultados mostraron diferencia estadisticamente significativa de los
niveles de T, total después de realizada la cirugia abdominal con una disminucion
de la hormonas en un 65% (figura 25), sin embargo, los niveles de T3 no
mostraron diferencias estadisticamente significativas comparados con los valores

normales antes de realizar la cirugia abdominal (figura 26).

45| Pagina



Concentracion T4 total (ug/dL)

Concentracioén T3 total (ng/mL)

154

2.5

*
——
@"\OO
&

MODELO

Figura 25.- Comportamiento de la
concentracién sérica de T, total
después de una cirugia abdominal.
Cuantificacion de la concentracion de T,
total sérica mediante un EIA competitivo
en animales de experimentacion antes y
después de realizar una cirugia
abdominal. Las barras representan la
media + EEM de 5 experimentos
independientes. El asterisco (*) indica
diferencia significativa con respecto a la
determinacion antes de la cirugia, p <
0.05, prueba t de Student para datos

pareados.

Figura 26.- Comportamiento de la
concentracion sérica de T3z total
después de una cirugia abdominal.
Cuantificacion de la concentracion de T,
total sérica mediante un EIA competitivo en
animales de experimentacion antes y
después de realizar una cirugia abdominal.
Las barras representan la media + EEM de
5 experimentos independientes. Prueba t

de Student para datos pareados, .p < 0.05.
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8.5. COMPARACION

METALOTIONEINAS

CONDICIONES BASALES

Se trabaj6 con 3 modelos

DE CONCENTRACIONES

MODELOS TIROIDEOS

tiroideos (hipotiroideos,

DE
EN

eutiroideos e

hipertiroideos) por lo cual fue importante observar el comportamiento de los

niveles de MTs en coraz6bn en su estado basal, para ello, se midi6 la

concentracion de MT en los modelos tiroideos sin cirugia abdominal, observando

gue los niveles de MT en los 3 estados tiroideos (hipo, eu e hipertiroideo) se

comportan de forma similar al

no encontrar

diferencias estadisticamente

significativas entre ellos, tal como se representa en la figura 27.
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Figura 27.- Niveles basales de
metalotioneinas cardiacas en
corazobn en los diferentes
estados tiroideos. Cuantificacion
de la concentracion de MT total en
corazon, se realizo mediante el
método de saturaciéon con '*Cd.
Las barras representan la media
+ EEM de 5 experimentos
independientes. ANOVA de una
via, y contraste con una F de
Schefee 5%.
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8.6. EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS EN LA INDUCCION DE
METALOTIONEINAS EN CORAZON MEDIANTE UNA CIRUGIA
ABDOMINAL EXPERIMENTAL

Con la finalidad de observar el efecto de las hormonas tiroideas en
relacion a la induccion de MT en corazdn, se practicO una cirugia abdominal
experimental en grupos de animales que presentaban diferentes estados tiroideos
(hipotiroideos, eutiroideos e hipertiroideos), y posteriormente se procedié a

cuantificar las metalotioneinas en este érgano.

Inicialmente, se busco observar el comportamiento de los niveles de MT
en un grupo eutiroideo después de practicar un proceso quirargico abdominal en
los animales de experimentacion. En la figura 28 se muestran los resultados de
este protocolo, observando un incremento del 49% respecto al grupo control
(grupo eutiroideo sin cirugia). Poniendo de evidencia que el proceso previamente
descrito, induce la sintesis de MT en corazon de animales con una concentracion

normal de hormonas tiroideas.

2.4+
2.2
2.0 _*_ Figura 28.- Induccién de MT en corazén a
184 2 T causa de un proceso inflamatorio inducido

por una cirugia abdominal. Cuantificacion de

la concentracion de MT total en corazén, se

realizo mediante el método de saturacién con
109

Cd. Las barras representan la media + EEM

de 5 experimentos independientes. El asterisco

(*) indican la diferencia significativa con

respecto al grupo control Eutiroideo S/C (S/C:

sin cirugia), p < 0.05, prueba t de Student.

Concentracion de MT (pg MT/g tejido)
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En la figura 29, se observa evidencia estadisticamente significativa que
demuestra una disminucion del 38% en los niveles de MT cardiaca cuando se
realizo el mismo procedimiento quirtrgico en el grupo hipotiroideo en comparaciéon
con el grupo eutiroideo con cirugia, sin embargo, no existié diferencia con respecto
al grupo eutiroideo sin cirugia, con lo cual se pone en evidencia el papel de T3 en
la sintesis de MT a nivel cardiaco.
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Figura 29.- Comportamiento de los niveles de MT cardiacas en un modelo
hipotiroideo. Cuantificaciéon de la concentracion de MT total en corazén, se realizo

mediante el método de saturacién con *°°

Cd. Las barras representan la media +
EEM de 5 experimentos independientes. El asterisco (*) indican la diferencia
significativa. ANOVA de una via, y contraste con una F de Schefee 5%. (S/C: sin

cirugia, C/C: Con cirugia)

49| Pagina



La concentraciéon de MT en corazén en el grupo hipertiroideo con cirugia
se comporté de forma similar al grupo eutiroideo con el proceso inflamatorio, y
comparado con el grupo eutiroideo sin cirugia, se presento un aumento del 54%
siendo estadisticamente significativo (figura 30), dejando ver la participacion

coadyuvante de T3 en la induccion de la sintesis de esta proteina.
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Figura 30.- Comportamiento de los niveles de MT cardiacas en un modelo hipertiroideo.
Cuantificaciéon de la concentraciéon de MT total en corazén, se realizo mediante el método de

saturacion con %

Cd. Las barras representan la media + EEM de 5 experimentos independientes. El
asterisco (*) indican la diferencia significativa. ANOVA de una via, y contraste con una F de Schefee

5%. (S/C: sin cirugia, C/C: Con cirugia)
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Aunado a esto, al comparar el grupo eutiroideo e hipertiroideo, ambos con
cirugia, con el grupo hipertiroideo con cirugia pero en presencia de un inhibidor de
los receptores B-adrenergicos, se encontrdé una disminucién significativa de los
niveles de MT del 36% respecto al grupo eutiroideo y del 39% en relacién al
hipertiroideo (figura 31). Al contrastarlo con el grupo eutiroideo sin cirugia no se
presentaron diferencias significativas, indicando de esta forma, una participacion

importante de adrenalina en la induccién de la sintesis de MT cardiaca.
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Figura 31.- Comportamiento de los niveles de MT cardiacas en un modelo hipertiroideo con un
bloqueador de los receptores B-adrenérgicos. Cuantificacion de la concentraciéon de MT total en

corazén, se realizo mediante el método de saturacién con %

Cd. Las barras representan la media + EEM
de 5 experimentos independientes. El asterisco (*) indican la diferencia significativa. ANOVA de una via, y

contraste con una F de Schefee 5%. (S/C: sin cirugia, C/C: Con cirugia)
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En mamiferos se ha reportado que tras el proceso quirdrgico se
desencadena una serie de cambios metabdlicos, inflamatorios y neuroendocrinos
a fin de restaurar la homeostasis alterada, en conjunto, este proceso es conocido
como “Respuesta de estrés” (RE). > 20 2% 2 117118 pqia serie de cambios es en
forma directa o indirecta responsable de la induccién de MT, ejemplo de ello es la
liberacion de citocinas inflamatorias o la activacion del eje HPA y el sistema SMA
activados mediante impulsos aferentes desde el area de lesion o trauma, lo cual
da como resultado la liberacion de hormonas inductoras de MT como

11, 12,15, 22, 24, 118

glucocorticoides y catecolaminas; estas ultimas llevan a cabo su

actividad gracias a la unién con sus receptores adrenérgicos distribuidos en

46. 53, 56

diversos Grganos, como el corazén, donde se ha demostrado que su

expresién se ve modificada por la presencia o ausencia de hormonas tiroideas. **
119, 120

Sobre esta base, se propuso desarrollar modelos tiroideos que
presentaran una disminucién (hipotiroideo) y un aumento (hipertiroideo) de
hormonas tiroideas, para estudiar el efecto de las mismas como coadyuvantes de
adrenalina en la sintesis de MT en corazon inducida por un proceso quirdrgico
experimental en ratas. Para ellos se recurrié a la administracion de farmacos que

disminuyen o aumentan la concentracion de hormonas tiroideas séricas.

Para producir un modelo hipotiroideo se administro metimazol, cuyo
mecanismo de accién consiste en inhibir la TPO reduciendo asi la yodacion de
TG, ademas impide el acoplamiento de los residuos MIT y DIT que darian lugar a
la formacion de T3 y T4 ; de esta forma se logra disminuir la secrecion de estas
hormonas. % 2% 1% | a bibliografia sugiere administrar metimazol en agua de beber

durante 6 semanas, 104, 105, 121

sin embargo, la via de administracion no asegura
una ingesta homogénea del farmaco por parte de los animales, ya que se alojan
mas de uno por jaula y la cantidad de agua que bebe cada individuo puede variar;
razén por la cual se decidié6 administrar el farmaco por via oral que es una forma

directa de administracion y asi se asegura la cantidad de farmaco que se
52|Pagina



suministra. La administracion de metimazol por via oral fue de 4.5 mg/rata/dia, la
cual se ajusto de la propuesta en el agua de beber y tomando en cuenta la
cantidad promedio que bebe una rata al dia. Tras este esquema de
administracion, observamos una disminucion marcada tanto de T3 como de T4
total, por la administraciéon durante 3 y 6 semanas, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre los 2 periodos de administracion, esto se
debe a que el antitiroideo se une a la TPO inactivandola, iniciando asi la inhibicion
de la sintesis de la hormona, provocando el agotamiento de las reservas de
tiroglobulina yodada a medida que la proteina se hidroliza y las hormonas se
liberan. Por lo que Unicamente cuando la hormona preformada dentro del coloide
tiroideo se agota, las concentraciones de las hormonas circulantes comienzan a
declinar, y una vez que esto sucede los niveles de T3 y T4 totales permaneceran

disminuidas por tiempo que se administre el farmaco. *??

Para lograr un estado hipertiroideo en los animales, la bibliografia reporta
la administracién via subcutanea de 75 ug/rata/dia de levotiroxina por un periodo

de 6 semanas. 1% %

Basado en que nuestro modelo implica un proceso
inflamatorio para inducir la sintesis de MT en corazon, se decidio evitar la
administracion subcutanea, ya que al realizarse a diario puede conducir a una
inflamacion localizada en el sitio de administracion y esto pudiera ser una variante
a nuestro modelo, por lo cual la administracion del farmaco se realiz6 via oral y la
dosis recomendada se conservo. El mecanismo de accion de este farmaco es
bastante simple, ya que se trata de una hormona sintética (T,) que al entrar a
circulacion es convertida a la hormona metabdlicamente activa T3 en los tejidos
periféricos mediante un mecanismo de desyodacion, que constituye la via mas
importante de metabolizacién de las yodotironinas (T4 y T3) y esta catalizada por
unas enzimas denominadas desyodasas, de las que se conocen tres tipos: D1,
D2, D3. Las diferentes yodotironinas son producidas a partir de la T4 por la
remocion secuencial y estéreo-especifica de los atomos de yodo que ellas
contienen. La desyodacién del anillo externo (ORD: outer-ring deiodination) de la

T4 genera T3, y por esta razdén se conoce como la via de activacion. La via ORD
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esta catalizada por la D1 (localizada principalmente en higado, rifidn y tiroides) y la
D2, principal fuente de T3 plasmatica, (localizada en hipdfisis, cerebro, células
endoteliales, placenta, grasa parda, tiroides, musculo esquelético, piel y
osteoblastos, % 1?2 de esta forma, el organismo cuenta con dos fuentes de T4y
T3, una enddgena por la producciéon normal de la misma y otra exégena por la
administracion de levotiroxina sintética y su consiguiente desyodacion, las
hormonas comenzaran a acumularse alcanzando un estado hipertiroideo, lo cual
comprobamos con la administracion por 3 semanas del tratamiento, donde se
aprecia un aumento estadisticamente significativo de las concentraciones de T3
como de T, total , comparado con los animales control eutiroideos tratados con el
vehiculo; sin embargo, cuando el periodo de administracion se prolonga, los
niveles de las hormonas disminuyen, en el caso de T, baja hasta un estado
eutiroideo, y T3 hasta alcanzar niveles menores a los normales sin llegar al estado
hipotiroideo, como se observo con la administracion durante 6 semanas. Este
efecto se explica con el antecedente de que el organismo comienza a minimizar la
produccion de la hormona endogena al detectar altas concentraciones de Tj
circulante con un mecanismo de retroalimentacion negativa. Este comienza
cuando T3 se une a los receptores TRB2 localizados en la hipdfisis y en el
hipotalamo, donde mediante un mecanismo de accidn gendmico, reprime la
expresion y secrecion de TSH por la hipofisis anterior y, mas débilmente, la de
TRH por el hipotadlamo, y por consiguiente sobre la produccion de hormonas
tiroideas por parte de la glandula tiroides. 2 2* 3% 3 42 4% concluyendo que 3
semanas es el periodo optimo de administracién de levotiroxina a la dosis y via de

administracion antes mencionadas, para ensayos posteriores.

Estudios previos refieren que después de un proceso quirdrgico, existe
una disminucion de las hormonas tiroideas por un efecto de retroalimentacion

9,10,11.14.16,19 nuestros

negativa por parte del cortisol secretado durante la cirugia;
datos mostraron una disminucion de la concentracion de T, total sérica, sin
embargo, no asi de Tj total sérica, la cual permanecié en los niveles basales. No

existen evidencias precisas que indique el curso exacto de los cambios de
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concentracion de las hormonas tiroideas a lo largo del proceso post-quirdrgico,
unicamente, se hace mencion de una disminucion de las hormonas tiroideas
durante la cirugia, y el retorno a sus niveles pre-operatorios determinado tiempo
después 0 11222 - gin embargo, se han reportado dos datos interesantes en
estudios realizados en pacientes con diferentes cirugias; uno de ellos indica que
22 y el

segundo estudio demostr6 mantener los niveles de TSH en cifras normales sin

TSH retorna a sus niveles basales 2 horas después de la intervencion

evidencia clinica de enfermedad tiroideal®. Nuestro estudio se realizo en un

126,127,128 razén

modelo animal cuyo metabolismo es diferente al de un humano,
por la cual se podria pensar en una diferencia en cuanto a los niveles hormonas
post-quirdrgicos. Ademas, cabe pensar que, T4 al funcionar como reservorio de
T3, puede ser desyodada para la conversion a T3 ante una disminucién de la
concentracion de esta Ultima, razon por la cual observamos este comportamiento

en la concentraciones de las hormonas tiroideas después del proceso quirlrgico.

Las investigaciones en torno a la induccion de MT se han desarrollado en
higado, debido a que es el sitio anatomico que presenta una mayor produccion de

62, 73, 108

esta proteina y cuyas funciones se ha estudiado ampliamente, entre ellas

encontramos, la regulacibn de metales esenciales, detoxificacion de metales

pesados y regulaciones de la transcripcién celular, por mencionar algunas; "> "8

84.85. 94 interesantemente, y debido a su amplia gama de funciones, se ha dirigido
la atencion al estudio de tejidos como rifidn, pulmon, pancreas, intestino, bazo,
ovarios, cerebro y corazon; que también presentan una sintesis de esta proteina y

63 80, 91 Recientemente en el

en donde pueden tener un importante papel.
laboratorio de Investigaciones Quimico Clinicas (LIQC), se describié que en las
etapas posteriores a un proceso quirargico abdominal en animales de
experimentacion, se observa un incremento significativo de las concentraciones de

MTs en corazon.

En nuestro trabajo, elaboramos un protocolo para observar el
comportamiento de MTs cardiacas en diferentes periodos tras realizar la cirugia

abdominal y poder observar en qué momento se presenta el incremento maximo
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en su sintesis en grupos de animales con un estado eutiroideo. Los resultados
presentados evidenciaron un incremento paulatino de esta proteina en las etapas
posteriores al proceso quirdrgico, cuyo comportamiento puede ser modulado por
distintos factores, entre ellos hormonas y metales 8 % 198199 Al parecer el primer
aumento significativo de MTs cardiacas a las 9 horas pos-cirugia, puede ser
debido a la intervencion de citocinas y ciertas hormonas entre las que destaca
adrenalina. La evidencia de la induccion de esta hormona en la sintesis de MTs se
presentd por primera vez con los estudios de Brady en 1984, quien tras
administrar  adrenalina logro encontrar un aumento significativo de MTs
hepéticas, y cuya observacidbn se vio verificada al realizar una extirpacion
quirtrgica de la glandulas adrenales y observar una diminucién de la proteina. '
Aunado a esto, en una investigacion realizada en 2007 en el LIQC se encontré
una correlacion del incremento hepatico de MT y adrenalina sérica después del
proceso quirdrgico, donde se observa un incremento de esta hormona a partir de
las 6 horas pos-cirugia y cuyo papel inductor de MT se conoce en otros tejidos, tal
es el caso de la grasa parda, en donde se ha observado una induccion de la

sintesis de MT en respuesta a la exposicion al frio ; %% *%°

mientras que el segundo
incremento se puede explicar por la induccion metalica puesto existe un aumento
de zinc a nivel cardiaco en etapas posteriores a la cirugia °* *°°. Con base en los
resultados obtenidos, se establecio el periodo de 9 horas pos-cirugia para evaluar
la induccion de MT a causa la sobreproduccién de catecolaminas 3 415161 22.25
principalmente adrenalina, la cual ha demostrado ser inductor en la sintesis de
MTs, al unirse a receptores anclados en la membrana y via segundos mensajeros
activan los factores nucleares transactivos que interactian con elementos de

control todavia no identificados 2.

Cuando se realizo el procedimiento quirdrgico en el grupo de animales
hipotiroideo, se produjo una disminucion significativa de los niveles de MTs
cardiacas, llegando inclusive a niveles basales, demostrando que, aunque esté
presente adrenalina (inducida por la cirugia abdominal) hace falta la presencia de

las hormonas tiroideas para llevar a cabo la inducciobn de la proteina. La
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explicacion a este fendmeno se basa en la estrecha relacion que se presenta entre
adrenalina y las hormonas tiroideas, especificamente T3, ya que esta Ultima regula
la expresion de los receptores B-adrenérgicos en el corazén a los cuales se une

adrenalina para llevar a cabo sus funciones. 33911, 120.

T3 es la hormona biolégicamente activa y relevante en el miocito cardiaco,
el cual no puede metabolizar T4 ni T3, por lo tanto, todos los efecto nucleares y los
cambios en la expresion génica, se deben a los cambios en las concentraciones
sanguineas de T3 libre, la cual entra a las células mediante un proceso de difusiéon
facilitada, pasando directamente a nucleo sin unirse a ninguna otra proteina, una
vez ahi, interacciona con moléculas fuertemente asociadas a la cromatina,
conocidas como receptores nucleares de las hormonas tiroideas (RT),
especificamente la isoforma RT alfa es la isoforma fijadora de T3 en corazén,
estos receptores son factores de transcripcién nuclear dependientes del ligando
gue regula la velocidad de transcripcion de genes blanco por medio de una union
de secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (ADN). La unién de estos
receptores con T3, en combinacion con otros coactivadores, conduce a una

activacion transcripcional optima. 383,119, 120

Cuando realizamos el mismo procedimiento quirdrgico en los animales
hipertiroideos, observamos un ligero aumento de MTs con respecto al grupo
eutiroideo con cirugia abdominal, sin embargo éste no fue significativo. Sin
embargo, se puede observar la coexistencia de hormonas tiroideas y adrenalina
para llevar a cabo la induccion de MTs en corazon, debido a que T3 conduce a
una activacion transcripcional los receptores B-adrenérgicos, los cuales estan
acoplados a una proteina Gs. Al unirse adrenalina al receptor, se activa la proteina

G al catalizar el intercambio de GDP unido Ga inactiva de la proteina, por GTP y
simultaneamente se disocia la subunidad Gpy de la subunidad Ga, esta ultima,
interacciona con la enzima adenilato ciclasa, estimulando su actividad para
aumentar la concentracion intracelular de AMPc a partir de ATP. AMPc actla
como segundo mensajero activando a la enzima proteina cinasa A, y esta a su vez
activa factores nucleares de accion trans localizados en el gen estructural de
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metalotioneinas y que interactian con elementos de control aun no descritos, y

cuya finalidad es la produccion de esta proteina (figura 32).

Un Unico complejo hormona-receptor es capaz de estimular el intercambio
de GDP a GTP vy la subsecuente disociacién de muchas proteinas Gs, y por lo
tanto su activacion. Lo que proporciona una respuesta amplificada. Por lo tanto, se
ha sugerido que un estado hipertiroideo se asemeja a un estado hiperadrenergico,
sin embargo, no existe evidencia que sugiera que un exceso de hormonas
tiroideas aumente la sensibilidad del corazén a una estimulacion adrenérgica. ®
Esto se debe, a que la capacidad de desactivar vias de sefializacion es tan critica
como su capacidad de activarse. Por lo que la subunidad Ga se inactiva gracias a
su actividad GTPasa intrinseca que hidroliza el GTP unido, a GDP y Pi, esta
hidrélisis es lenta y puede tener lugar en segundos o0 minutos, tras este proceso
las subunidades GBy y Ga se asocian nuevamente. EL complejo hormona-
receptor, también debe desactivarse para evitar la activacion continua de las
proteinas G, esto se lleva a cabo mediante 2 mecanismos, el primero consiste en
la disociaciéon de la hormona del receptor, el cual regresa a su estado inicial
inactivo, el segundo mecanismo involucra la desactivacion del complejo hormona-
receptor mediante la fosforilacion de residuos serina y treonina del extremo
carboxilo terminal, una B-arresistina se une al receptor fosforilado y disminuye su
capacidad para activar las proteinas G, este ultimo mecanismo, contribuye a la

desensibilizacion del receptor sometido a una exposicion prolongada a adrenalina.

Una vez demostrada la necesidad de las hormonas tiroideas para la
sintesis de metalotioneinas, y con el fin de reafirmar el efecto coadyuvante de
estas hormonas con adrenalina; se trabaj6 con un grupo de animales
hipertiroideos, los cuales recibieron la administracion de propranolol antes de
realizar el proceso quirargico Yy el sacrificio. EI mecanismo de accién de este
farmaco consiste en bloquear los receptores B-adrenérgicos impidiendo que
adrenalina se una a ellos, evitando asi sus acciones fisioldégicas . Con este
protocolo eliminamos el efecto inductor de adrenalina sobre la sintesis de MT

cardiaca, mas no del efecto potenciador de la expresion de los receptores por
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parte de las hormonas tiroideas. Los resultados obtenidos mostraron que se
presentd una disminucion marcada de los niveles de MT hasta el punto de llegar a
los niveles basales, es decir, en ausencia de una cirugia abdominal. Tras un
proceso inflamatorio, se liberan diferentes sustancias, las cuales en higado han
sido ampliamente estudiados como inductores de la sintesis de MTs ya sea de
forma directa o indirecta sobre el promotor del gen-MT, cuyos mecanismo de
induccion han sido descritos ampliamente, principalmente citocinas, ciertas
hormonas liberadas por la activacion de del eje HPA, inclusive especies reactivas
de oxigeno formadas durante la respuesta inflamatorio. ¢.9.%.10 Sin embargo, estos
datos muestran que para inducir la sintesis de MT en corazén se requiere de la
accion de adrenalina coadyuvada por T3, ademas, indicando que adrenalina es
una hormona que constituye uno de los inductores principales de MT en corazén,
puesto que, cuando se bloqued su acciéon no se presento un incrementd en la

sintesis de la proteina en este érgano.

Se ha descrito ampliamente el papel que puede llegar a tener MT en
diferentes 6rganos. Se conoce que MT es una proteina que puede conferir

57,98, 110, 111 5 fin de entender el mecanismo molecular de dicho

cardioproteccion;
efecto, en 2009 Xue y colaboradores, desarrollaron una linea células cardiacas
gue sobre expresa MT-2A y evaluaron su propiedad antioxidante, observando una
reduccion marcada de las especies reactivas de oxigeno cuando fueron
expuestas a peréxido de hidrogeno y sometidas a condiciones de
hipoxia/reoxigenacion, con lo que demostraron que la sobreproduccion de esta
proteina incrementa la proteccion oxidativa; y dado que durante un proceso
inflamatorio se producen especies reactivas de oxigeno (ROS), secundarias a la
inflamacién, se puede pensar que un aumento de MT cardiacas hace frente a las

ROS evitando que produzcan un dafio en este érgano. >’ 110 111,112, 113. 114,115, 116
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Figura 32. Propuesta de una representacion esquemaética de la via de induccion de metalotioneinas
cardiacas durante un proceso inflamatorio no infeccioso.

TRH: Hormona liberadora de tirotropina; TSH: Hormona estimulante de tiroides; Ts: Triyodotironina;
T4: Tetrayodotironina; RT: Receptores nucleares de hormonas tiroideas; TRE: Elementos de respuesta a hormonas
tiroideas; ARNm: ARN mensajero; RA-B: Receptor adrenérgico beta; A: Adrenalina; GDP: Guanosina difosfato; GTP:
Guanosina trifosfato; a,B,y: Subunudades de la proteina G; AC: Adenilciclasa; ATP: Adenosina trifosfato; AMPc:
Adenosina 3°,5"-monofosfato ciclico; PPi: Pirofosfato inorganico; Pi: Ortofosfato inorganico; PKA: Proteina cinasa A; MT:
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10. CONCLUSIONES

e Una cirugia abdominal aumenta la sintesis de MT en corazon desde las 9
horas, debido principalmente al incremento en la secrecién de adrenalina,
como se demostré en un estudio previo realizado en el LIQC; con un
segundo incremento a las 16 horas presumiblemente provocado por un

aumento de Zn.

e La administracion de 4.5 mg/rata/dia de metimazol durante 3 semanas,

produce un estado hipotiroideo en animales de experimentacion.

e La administracion de 75 pg/rata/dia de levotiroxina durante 3 semanas,

produce un estado hipertiroideo en animales de experimentacion

e Un proceso inflamatorio inducido por una cirugia experimental en animales
con un estado hipotiroideo no provocé la sintesis de MT en corazén,
indicando un papel importante de las hormonas tiroideas en la sintesis de
MT cardiacas. Esta observacion se refuerza con la induccién de MT en el

grupo hipertiroideo alcanzando niveles similares a un estado eutiroideo.

e El bloqueo de los receptores B-adrenérgicos mostré una disminucion de
los niveles de MT en corazon cuando se realiz6 una cirugia experimental en
animales con un estado hipertiroideo, sugiriendo que adrenalina es un

inductor importante de la sintesis de MT en este Grgano.

e La hormona tiroidea T3, si tienen un efecto coadyuvante de las
catecolaminas en la inducciéon de metalotioneinas en corazén de rata

inducidas por una cirugia abdominal, mas no asi, un efecto potenciador.
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11.

PERSPECTIVAS

Caracterizar los modelos tiroideos, para conocer el curso del cambio
de concentracion de las hormonas tiroideas en la “Respuesta al
estrés” producida en las etapas posteriores a una cirugia
experimental en rata.

Evaluar la expresion de los receptores B-adrenérgicos en corazén en
respuesta a los cambios en la concentracién de las hormonas
tiroideas séricas, a fin de conocer la magnitud de la influencia de
estas hormonas sobre adrenalina y por lo tanto sobre la
concentracion de metalotioneinas en este organo.

Estudiar otros posibles inductores de metalotioneinas en corazon, los
cuales se vean modificados por los cambios producidos en la
“‘Respuesta al estrés”

Cuantificar la concentracion de Zn a las 16 horas post-cirugia para

correlacionar el incremento en la concentracion de metalotioneinas
en corazon con el aumento de este metal.
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13. APENDICES

13.1. ANEXO A. PREPARACION DE SOLUCIONES
Solucién de Levotiroxina.
Farmaco empleado: Eutirox ®. Laboratorio Merck
Principio activo: Levotiroxina sodica (tabletas de 125 ug)

Para preparar 100 mL de la solucion de Levotiroxina para administracion via oral.
Pulverizar perfectamente 25 tabletas (3125 ug de Levotiroxina sddica) de Eutirox

® y disolver perfectamente en 80 mL de agua purificada, aforar a 100 mL.
Solucion de Metimazol

Farmaco empleado: Tiapazol ®. Laboratorio SiegriedRhein

Principio activo: Metimazol o Tiapazol (tabletas de 5 mg)

Para preparar 100 mL de la solucién de Metimazol para administracion via oral.
Pulverizar perfectamente 40 tabletas (100 mg de Metimazol) de Tiapazol ® y
disolver perfectamente en 80 mL de agua purificada, aforar a 100 mL.

Solucién de Propranolol.
Farmaco empleado: Propranolol

Para preparar 10 mL de la solucion de Propranolol para administracion via
intraperitoneal. Pesar exactamente 200 mg de Propranolol y disolver

perfectamente en 8 mL de agua destilada, aforar a 100 mL.
Amortifuador Tris-HCI

Para preparar 100 mL de amortiguador tris-HCI a una concentracién de 30 mM y
un pH de 8.6. Pesar 360 mg de 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3 diol (Tris base)
y disolver con aproximadamente 80 mL de agua destilada. Una vez disuelto
ajustar el pH a 8.6 con HCI, posteriormente se aforar a 100 mL.
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13.2. ANEXO B. PROCEDIMIENTOS

Inmunoensayo de la Enzima para la Determinacion Cuantitativa de la

Concentracién de Tiroxina Total (T4) en suero.
Muestras:

El suero es la muestra indicada para este ensayo. La sangre debe ser recolectada
con técnicas estandarizadas de la puncion venosa y el suero debe ser separado
de los glébulos rojos, tan pronto como sea posible. Evite hemolisis excesiva,
muestras lipémicas o turbias. Muestras de plasma recolectadas en tubos con
EDTA, heparina u oxalato pueden interferir con el procedimiento de prueba. Las
muestras de suero deben ser almacenadas de 2 a 8 °C por hasta 48 horas,

y deben ser congelados a -20°C 0 mas bajo para periodos prolongados.

Preparacién de reactivo:

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (de 18 a 25
°C) antes de su uso.

2. Todos los reactivos deben ser mezclados por inversion suave 0

torbellino antes de su uso. No inducir la formacion de espuma.

3. Para preparar el Conjugado de Trabajo afiada 0.1 mL del Concentrado
de Conjugado T4-HRPO (11x) a 1.0 mL del Diluyente de Conjugado T4
(dilucion 1:10) y mezcle bien. La cantidad de conjugado diluido
depende del tamafio del ensayo. El conjugado de trabajo es estable a
4°C durante 24 horas.

4. Preparar la solucion Buffer de lavado aforando, el liquido concentrado
de solucion buffer con agua destilada, multiplicando el valor de la
concentracion marcada en el frasco contra el volumen indicado en el
mismo. Ejemplo: Concentracion 50X, Volumen 20mL. 20 x 50 = 1000.

por lo tanto se afora a 1000 mL. para llegar a una concentracion de 1x.
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Procedimiento del ensayo:

1. Asegure el nimero deseado de pozos cubiertos en un soporte.

2. Deposite 25uL de estandares, especimenes y controles en los pozos

apropiados.
3. Agregue 100 pL del Reactivo Conjugado de trabajo en cada pozo.

4. Mezcle durante 30 segundos. Es muy importante mezclar

completamente.
5. Incubar a temperatura ambiente (18-25° C) durante 60 minutos.

6. Quite la mezcla de la incubacion golpeando el contenido del plato a un

recipiente de desechos. (No golpear fuertemente)
7. Lavar el exceso de enzima con la solucion buffer de lavado 5 veces.

8. Golpeé los pozos firmemente hacia el papel absorbente para quitar las

gotas de agua residuales.

9. Deposite 100 pL de Solucién TMB en cada pozo. Suavemente mezcle

durante 10 segundos.
10.Incube a temperatura ambiente en la oscuridad durante 20 minutos.

11.Detenga la reaccion agregando 100 pL de soluciéon de paro a cada

pozo.

12.Mezcle suavemente durante 30 segundos. *Es importante asegurarse

gue el color azul cambie completamente a amarillo.

13.Lea la absorbancia a 450 nm con un lector de micro pozos durante los

primeros 15 minutos.
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Célculo de los resultados:

1. Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada juego de

estandares de referencia, controles, y muestras.

2. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida
para cada estandar de referencia comparada con su concentracién en
pg/dL sobre un papel cuadricula, con valores de absorbancia sobre el

eje Y o vertical y las concentraciones sobre el eje X u horizontal.

3. Utilizando los valores de absorbancia media para cada muestra,
determine la concentracion correspondiente de T4 en pg/dL desde la

curva estandar.

4. Cualquier valor obtenido para las muestras diluidas debe ser
adicionalmente convertido al aplicar el factor de dilucion apropiado en

los céalculos.

Inmunoensayo de la Enzima para la Determinacion Cuantitativa de la

Concentracion de Triyodotironina Total (T3) en el Suero.
Muestras:

El suero es la muestra indicada para este ensayo. La sangre debe ser recolectada
con técnicas estandarizadas de la puncién venosa y el suero debe ser separado
de los glébulos rojos, tan pronto como sea posible. Evite hemdlisis excesiva,
muestras lipémicas o turbias. Muestras de plasma recolectadas en tubos con
EDTA, heparina u oxalato pueden interferir con el procedimiento de prueba. Las
muestras de suero deben ser almacenadas de 2 a 8 °C por hasta 48 horas,
y deben ser congelados a -20°C o0 mas bajo para periodos prolongados.
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Preparacion de reactivo:

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (de 18 a 25

°C) antes de su uso.

2. Todos los reactivos deben ser mezclados por inversion suave o0

torbellino antes de su uso. No inducir la formacion de espuma.

3. Para preparar el Conjugado de Trabajo afiada 0.1 mL del Concentrado
de Conjugado T3-HRPO (11x) a 1.0 mL del Diluyente de Conjugado T3
(dilucion 1:10) y mezcle bien. La cantidad de conjugado diluido
depende del tamafo del ensayo. El conjugado de trabajo es estable a
4°C durante 24 horas.

4. Preparar la solucién Buffer de lavado aforando, el liquido concentrado
de solucidon buffer con agua destilada, multiplicando el valor de la
concentracion marcada en el frasco contra el volumen indicado en el
mismo. Ejemplo: Concentracion 50X, Volumen 20mL. 20 x 50 = 1000.

Por lo tanto se afora a 1000 ml. para llegar a una concentracion de 1x.

Procedimiento del ensayo:

1. Asegure el nimero deseado de pozos cubiertos en el soporte.

2. Vierta con pipeta 50 pL de estandar, muestras, y controles en los

pozos apropiados.

3. Vierta 50 pL de Reactivo de Anticuerpo en cada pozo. Mezcle

perfectamente por 30 segundos.

4. Agregue 100 pL de Reactivo de Conjugado de Trabajo en cada pozo.
Mezcle perfectamente por 30 segundos. Es muy importante tener un

mezclado completo en este paso.

5. Incube a temperatura ambiente por 60 minutos.
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6. Retire la mezcla de incubacion con un movimiento rapido los

contenidos de la placa en un recipiente para desechos.

7. Enjuague y sacuda con movimientos rapidos los pozos de micro-tira 5

veces con solucion buffer de lavado.

8. Golpetee los pozos enérgicamente sobre el papel absorbente para
remover todas las gotas de agua residuales.

9. Vierta 100 pL de solucibon TMB en cada pozo. Mezcle
cuidadosamente por 10 segundos.

10.Incube a temperatura ambiente en la oscuridad por 20 minutos sin

agitar.
11.Frene la reaccion al agregar 100 pL de solucion de paro a cada pozo.

12.Mezcle cuidadosamente por 30 segundos. Es importante

asegurarse que todo el color azul cambie a color amarillo totalmente.

13.Lea la densidad 6ptica a 450 nm con un lector de microplaca dentro de

un plazo de 15 minutos.

Célculo de los resultados:

1. Calcule el valor de absorbancia media (A450) para cada juego de

estandares de referencia, controles, y muestras.

2. Elabore una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida
para cada estandar de referencia comparada con su concentracién en
ng/mL sobre un papel cuadricula, con valores de absorbancia
sobre el eje Y o vertical y las concentraciones sobre el eje X u

horizontal.

3. Utilizando los valores de absorbancia media para cada muestra,
determine la concentracion correspondiente de T3 en ng/mL desde la

curva estandar.
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4. Cualquier valor obtenido para las muestras diluidas debe ser
adicionalmente convertido al aplicar el factor de dilucién apropiado en

los calculos.

Cuantificacion de metalotioneinas por el método de saturacién por Cd.’

La determinacion de la concentracion de MT hepética se realizara de acuerdo al

método de saturacién con *°°Cd descrito por Eaton y Toal, 1982 Procedimiento:

9. Mezclar 0.5 g de tejido (corazén) con 500 L de regulador Tris-HCI 30
mM, pH 8.6, y homogeneizar.

10. Centrifugar durante 15 minutos a 12 000 rpm para la obtencion de la

fraccion sobrenadante.

11.A 100 pL del sobrenadante obtenido se adiciona 100 pL de solucion
con ®°Cd.

12.Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

13. Adicionar una solucién de hemoglobina al 2% para eliminar el **°Cd no
unido a MT.

14.Los complejos hemoglobina-Cd se precipitan por calor a 95 °C, repetir

este Ultimo paso una vez mas.

15.La hemoglobina se precipita mediante centrifugacion durante 5 minutos
a 12 000 rpm.

16.La cantidad de '°°Cd fijado por la MT presente en el sobrenadante se

mide mediante un detector de centelleo.
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Anestesia.

Todos los animales se anestesiaran con Ketamina-Xilacina a una dosis de 0.2
ml/100 g de peso por via intraperitoneal.

Induccion de Metalotioneinas por una cirugia abdominal.

Se realizara una incision abdominal aproximadamente de 3 cm; después de un
minuto se procedera a suturar con Catgut crémico de 4-0.

Produccién de un modelo hipotiroideo.

Administracién de metimazol via oral a una dosis de 4.5 mg/rata/dia. Por un
periodo de 3 semanas.

Produccién de un modelo hipotiroideo. Administracion de Tj,.
Administracién por via oral de tiroxina (T,) a una dosis de 75 pg/rata/dia. Por
un periodo de 3 semanas.

Inhibicion de la adrenalina. Administracion de propanolol.

Administracién por via intraperitoneal de propanolol a una dosis de 10 mg/Kg de
peso, 30 minutos antes de la cirugia y del sacrificio.
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