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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

EFECTOS DE CANTIDADES FISIOLOGICAS Y TOXICAS
DE L-TRIYODOTIRONINA SOBRE LA ACTIVIDAD
RIBONUCLEASICA DE HOMOGENEIZADOS TOTALES,
MITOCONDRIAS Y MICROSOMAS DEL HIGADO

DEL RATON NORMAL

RoeerTo LraMas # 1 e InmMA Vicumo f

La actividad de las vibonncleasas dcida y alcalina no se
modifica, en forma estadisticamente significativa, en los
homogeneizados totales de bigade, en las mitocondrias y
microsomas del mismo, de ratones blancos machos, nor-
males, de 20 a 30 gramos de peso que recibieron, por via
intraperitoneal, 3, 24 ¢ 48 hovas antes de ser estudiados,
ana dosis fisioldgica (50 microgramos) de L-triyodotironi-
na. Las dosis toxicas (500 microgramos) aplicadas en
ignal forma, elevan la actividad de 2 ribonucleasa alcalina
en los homogeneizados totales y en los microsomas y no se
observa, en ambos, modificacion de la actividad dcida. En
las mitocondrias no se aprecia ningin cambio de actividad,
ni dcida ni alealina. Es factible que el aumento de activi-
dad de la ribonucleasa alcalina, a expensas de los micro-
somas, se relacione con los efectos catabélicos de las dosis
tdxicas de la hormona.

Las hormonas tiroideas, L-triyodotironina (T3) y L-
#* Académico titular.
.1 Instituto de Biologla. Universidad Nacional Auténoma de Mé-
X1co,
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tiroxina (T4) son, en concentraciones
fisiolégicas, eminentemente anabélicas.
Una revisién de los principales hallazgos
experimentales a este respecto permite
considerar como enteramente vilida la
afirmacion de que la biosintesis de protei-
nas mitocondriales se deprime en anima-
les hipotiroideos.* Tanto # vive como in
wvifro, esta hormona estimula la incorpo-
racién de aminodcidos en proteinas en el
higado; la presencia de mitocondrias es
necesaria y su papel es el de acelerar
la incorporacién debida principalmente a
los microsomas. La tiroidectomia inhibe
dicha incorporacién.? La incorporacién de
aminodcidos es estimulada por T4 en mi-
crosomas de higado, siempre y cuando
se encuentren presentes mitocondrias o
ribosomas.* Los ribosomas de higado de
animales hipotiroideos muestran deficien-
te sintesis de proteinas i witro y la ano-
malia se corrige previo tratamiento con
T3.%° La sintesis de proteinas mitocon-
driales se deprime en animales hipotiroi-
deos y la administracion de 24 a 48 mi-
crogramos de T3 por cien gramos de peso
la duplica a las 48 horas, y se estimula
también la sintesis de proteinas mictoso-
males.® En animales normales, la aplica-
cion de dosis fisioldgicas de T3 estimula
la sintesis de proteinas en ribosomas y en
mitocondrias de higado a las 48 horas.”
Sesenta microgramos de T3 en ratas in-
tactas con peso de 100 a 160 g., estimulan
la sintesis microsomal de proteinas en
menos de dos horas, siempre y cuando
se encuentren presentes las mitocondrias.®
En ratones normales de 25 a 30 g. de
peso, se observa que la administracion
de 50 microgramos de T3, eleva, a las
tres horas, la incorporacién mitocondrial
de leucina, la que se duplica 24 y 48
horas después.?

114

Seglin Buchanan y col.,*® dosis de 10 a
50 microgramos de T4 producen turgen-
cia mitocondrial en el tejido hepitico de
la rata y estimulan la sintesis de proteinas
en estas particulas subcelulares. Cantida-
des mayores (100 microgramos), que se
consideran t6xicas, producen turgencia
pero inhiben dicha sintesis, otro de tantos
ejemplos de la accién hifdsica de las hor-
monas tiroideas. Por otra parte, algunos
agentes que producen turgencia, como son
los iones de hierro, calcio, zinc, plata y
mercurio, no estimulan la sintesis de pro-
teinas, y hormonas como la progesterona
y desoxicorticosterona, que causan tut-
gencia, la inhiben. Los autores llegan a la
conclusién de que las hormonas tiroideas
originan cambios estructurales peculiares
en las mitocondrias, indispensables para
dicha sintesis.

Segln Sokoloff y col.,** la ripida bio-
sintesis de proteinas ribosomales y cito-
pldsmicas, estimulada por la tiroxina, es
originada por una sustancia termoestable,
soluble en agua, que no es proteina ni
dcido nucleico y que se libera de las mito-
condrias inmediatamente después de afia-
dir la hormona in witre. Para Carter y
col.,”® sin embargo, la presencia de mito-
condrias no es necesaria y la sintesis de
proteinas microsomales estimulada por la
tiroxina, se lleva a cabo normalmente
cuando las mitocondrias son reemplazadas
por algln sistema fisiolégico capaz de
generar trifosfato de adenosina (ATP)
funcién ésta peculiar de las mitocondrias.

Por lo contrario, cantidades mayores
de T3 o de T4, consideradas como toxi-
cas, exhiben efectos inhibitorios sobre la
biosintesis de proteinas: en el hipertiroi-
dismo humano, asi como en el experi-
mental, disminuye la capacidad para la
biosintesis de proteinas.** La administra-

ROBERTO LLAMAS Y COL.



cion de T3 normaliza la incorporacién de
glicina, abatida en personas hipotiroideas,
al propio tiempo que cantidades iguales
aplicadas a sujetos normales, deprimen la
sintesis de proteinas La tiroidectomia
y las dosis téxicas de tiroxina originan las
modificaciones de actividad proteolitica
en el higado caracteristicas de los estados
de predominio catabélico. Las cantidades
consideradas como fisioldgicas, por lo
contrario, determinan los cambios propios
del metabolismo de predominio anabdli-
co.2®

El mecanismo de accién de las hormo-
nas tiroideas, en lo que a la biosintesis
de proteinas se refiere, se liga a modifi-
caciones en la biosintesis de los 4cidos
nucleicos producidas por aquellas. Se ha
sefialado que 10 microgramos de T3 apli-
cados a ratas tiroidectomizadas de 100 g.
de peso aumentan la incorporacion de
timidina en el higado, mientras que en
ratas eutiroideas la aplicacién de la hot-
mona no modifica la sintesis de dcido
ribonucleico (RNA) en dicho érgano.’
Bl efecto estimulante de T3 sobre la sin-
tesis de proteinas microsomales, senalado
por Sokoloff y col,,* posible solamente en
presencia de mitocondrias, precede a cual-
quier cambio en el contenido citopldsmico
de RNA. Este efecto inicial es seguido,
horas mis tarde, por un segundo aumento
en dicha sintesis, no dependiente de las
mitocondrias y con elevacién en el conte-
nido de RNA citopldsmico, sobre todo
microsomal, O sea, que la sintesis de pro-
teinas estimulada por las hormonas tiroi-
deas tendria dos componentes: uno inicial
citopldsmico dependiente de las mitocon-
drias, sin cambio en la concentracién de
RNA y otro de estimulacién secundaria,
mediado por el micleo, con aumento de
RNA. Por lo tanto, y segan lo expresan
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Tata y Windell,”” la regulacion en la sin-
tesis de RNA nuclear y tibosomal, ast
como la formacién de nuevos ribosomas,
constituyen aspectos esenciales en el me-
canismo de la sintesis de proteinas cito-
plasmicas estimulada por las hormenas
tiroideas. Se ha sefialado ademds, que el
4cido ribonucleico, cuya sintesis es esti-
mulada por la tiroxina en el higado del
renacuajo, tiene una composicion en ba-
ses distinta a la del “normal”.*®

Los efectos de la ribonucleasa, como
inhibidores o como favorecedores de la
sintesis de proteinas, no parecen encon-
trarse suficientemente aclarados y es fac-
tible que intervengan tanto en un sentido
como en el otro, de acuerdo con su pH,
concentracién, presencia o ausencia de
cofactores o con momentos metabdlicos
cambiantes. Bs evidente que el efecto in-
hibidor es el que aparece como mds facil-
mente comprensible, ya que la despolime-
rizacién ejercida sobre su substrato impe-
dirfa la sintesis de proteinas mediada por
él. Pero por otra parte se ha pensado que
dicha despolimerizacion puede propor-
cionar los elementos para una sintesis
ulterior de las variedades de RNA nece-
sarias para Ja biosintesis de protefnas. De
Kloet y col.,* sefialan que la ribonucleasa
inhibe la sintesis de proteinas en proto-
plastos de levadura y la inhibicion desapa-
rece cuando se impide su accién mediante
compuestos  polianionicos.* La sintesis
de proteinas en un fago de Bacillus
megaterium es inhibida por la ribonuclea-
sa.2' Ademds, el crecimiento de las hojas
de mafz, inducido por la giberelina, es
inhibido tanto por el cloranfenicol como
por la ribonucleasa, lo que permite supo-
ner que ambos agentes actiian impidiendo
la sintesis de proteinas.** La progesterona
inhibe la produccion de gonadotropinas
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coritnicas al propio tiempo que activa a
la ribonucleasa y reduce el contenido de
RNA placentario.®® En la nefrosis pro-
ducida por aminonucletsido de puromici-
na, se eleva la sintesis renal de proteinas
y disminuye la actividad ribonucledsica
total.** El descenso de actividad se hace
sobre todo a expensas de la alcalina (pH
7.8) por aumento del inhibidor natural
de esta enzima.*® Ta incorporacién nor-
mal de aminoécidos en proteinas en mito-
condrias hepdticas de rata, asi como la
estimulada por la tiroxina, no es inhibida
in witro por la ribonucleasa en concentra-
ciones elevadas, posiblemente por imper-
meabilidad de la membrana mitocondrial
frente a esta enzima. En sistemas submi-
tocondriales si ha sido demostrado efecto
inhibitorio de la ribonucleasa.?

Por lo contrario, algunos estudios pa-
recen demostrar que la sintesis de protei-
nas y la actividad ribonucledsica ascien-
den en forma paralela.”” La ribonucleasa
dcida (pH 5.0) estimula la incorporacién
de aminoicidos en mitocondrias de higa-
do de rata en ausencia de jugo celular,
pero la disminuye en presencia de éste.**
Finalmente, se ha logrado la sintesis de
oligonucledtidos bajo Ia influencia catali-
tica, tanto de la ribonucleasa pancredtica
cristalina como de la obtenida de Asper-
gillus clavatis®

En el presente trabajo se han estudiado
las modificaciones de actividad ribonu-
cledsica, tanto 4cida como alcalina, en
homogeneizados y en mitocondrias y mi-
crosomas de higado de ratones notmales,
como de otros que recibieron aplicaciones
intraperitoneales de dosis fisiologicas y
téxicas de L-triyodotironina, para tratar
de establecer correlaciones entre los posi-
bles cambios de actividad enzimdtica y las
modificaciones demostradas en la biosin-
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tesis de proteinas producides por la hor-
mona.

Material y métodos

Se utilizaron ratones blancos machos pro-
cedentes de la granja del Instituto de
Biologia (UNAM), con peso de 20 a 30
gramos. Fueron alimentados con Purina
y agua natural ad libitam y recibieron,
por via intraperifoneal, 50 microgra-
mos (dosis fisiolbgica) o 500 micro-
gramos (dosis toxica) de T3 disueltos en
0.1 ml. de agua desionizada, ligeramente
alcalinizada con hidréxido de sodio para
favorecer la solubilidad de la sustancia.
Los animales fueron muertos por fractura
cervical a las 3, 24 6 48 horas después
de la aplicacién de la hormona. Las de-
terminaciones de actividad enzimética se
llevaron a cabo por un procedimiento
modificado que se basé en el sefialado
por Shortman.® Los homogeneizados se
prepararon con solucién de sacarosa 0.25
M. en relacién de 1 a 5 peso-volumen en
homogeneizadores tipo Potter-Elvejhem
de vidrio con émbolo de plistico y an-
tes de ser utilizados se sometieron a con-
gelacién y descongelacién. El dcide ribo-
nucleico de levadura (Sigma Chemical
Co.) se purificé mediante el procedimien-
to de Schucher y Hokin.** Como substrato
se utilizé esta preparacién de RNA al 2
por ciento, disuelto en amortiguador de
veronal pH 7.8 y 0.03 M. Se prepard
ademds amortiguador de acetato a pH 5.8
¥ 0.03 M. y reactivo precipitante formado
por HCL N en etanol al 96 por ciento.

Procedimiento. En matraces Erlenmeyer
de 25 ml. de capacidad se colocaron 0.1
ml. del homogeneizado de higado, 0.2 ml.
de la solucion de RNA mis 2.0 ml. de
buffer de veronal o de acetato para las
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determinaciones de actividad alcalina y
dcida respectivamente. Para cada determi-
nacidn se utilizaron dos matraces; en uno
de ellos, previo enfriamiento a 0°C. du-
rante dos minutos, el contenido se preci-
pité de inmediato, es decir, sin incubacién
previa, con 2 ml. de la solucién precipi-
tante y el otro se incubé durante 30
minutos a 38°C. en el incubador metabé-
lico de Dubnoff, para ser tratado poste-
riormente con la solucién precipitante en
la forma ya sefialada. El contenido de los
matraces se centrifugd durante 20 minu-
tos a 10 000 rpm y del liquido sobrena-
dante se tomé 0.5 ml. para diluirlo con
9.5 ml. de agua desionizada y practicar
en esta preparacion lectura en el espectro-
fotbmetro Zeiss a 260 nanémetros. La
diferencia entre ]a absorbencia encontrada
entre la muestra incubada y Ia no incuba-
da se tomd como expresion de la activi-
dad enzimdtica. Para expresar esta acti-
vidad, no en unidades de absorbencia,
sino en unidades de actividad ribonuclea-
sica, se determind la absorbencia de 0.005
mictogramos de la enzima a pH 7.8, lo

que se consider6 como una unidad (ribo-
nucleasa cristalina de Nutritional Bioche-
micals Corp.).

La sepatacion de particulas subcelulares
se hizo siguiendo los lineamientos gene-
rales sefalados por Schneider y Hoge-
boom * en la forma siguiente: los homo-
geneizados se prepararon con solucién de
sacarosa 0.25 M en relacién 1 a 5 pese-
volumen. Voltmenes iguales de cada uno
de cllos para todos los experimentos (8.0
ml.) se centrifugaron a 700 x g. durante
diez minutos en centrifuga refrigerada
Servall. El sedimento, constituide por res-
tos celulares y nicleos, se descartd y el
liquido sobrenadante se centrifugé en
el mismo instrumento, a 15000 x g.
durante 20 minutos. El paquete de mito-
condrias asi obtenido se disolvi6 con 2 ml.
de Ia solucién de sacarosa y se conservod
en refrigeracion a —10°C. El liquido
sobrenadante de esta segunda centrifuga-
cidn se acelerd, a su vez, en la ultra-
centrifuga Spinco a 105 000 x g. durante
60 minutos y se obtuvo un sedimento
formado por microsomas que a su vez fue

Cuadro 1 Actividades ribonucledsicas, 4cida y alcalina, en homogeneizados de higado a las 3,
24 y 48 horas después de la aplicacién intraperitoneal de 50 microgrames de L-triyodotironina

Ribonucleasa dcida

Animales testigos 3 horas 24 horas 48 horas
(47 (8) [€)) an
Promedio 1.87U 2.00U0 1.821U 2.00U
Desv. Est. + 0.47 +0.45 =+ 0.41 =+ 0.59
Error Est. =+ (.07 =+ 0.22 + 0,14 +0.17
Ribonucleasa alcalina
(50) @ ©)] (€]
Promedio 1.49 U 1.49 U 1.68U 1.78U
Desv, Est. =+ 0.31 =+ 0.38 = 0.43 =+ 0.50
Error Est. + 0.04 *0.14 =+ 0,14 + 0:16
( ) = No. de animales.
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Cuadro 2 Efectos de la aplicacién intraperitoneal de 50 microgramos de L-triyodotironina so-
bre la actividad de la ribonucleasa dcida en mitocondrias y microsomas hepéticos

Mitocondrias
Animales testigos 3 horas 24 horas 48 horas
(26) €] €)] (&)
Promedio 0.097 U 0.092U 0.103U 0.094 U
Desv. Est, =+ 0.016 + 0.018 =+ 0.020 = 0.015
Error Est. + 0.005 * 0.007 =+ 0.008 = 0.006
Microsomas
(15) (&) (€3] (€]
Promedio 0.038 U 0.035U 0.032U 0.030U
Desv. Est. *+ 0.008 + 0.010 = 0.012 =+ 0.012
Error Est. = p.002 = 0.003 = 0.005 =+ 0.005

disuelto en 2 ml. de la solucién de saca-
rosa 0.25 M y sometido también a conge-
lacién. Antes de ser utilizadas estas frac-
ciones fueron disgregadas cuidadosamente
hasta obtener un liquido homogéneo libre
de partes solidas. De cada una de estas
preparaciones se utilizé 0.1 ml. y se pro-
cedié igual que con los homogeneizados
totales para la determinacion de activida--
des enzimaticas.

Resultados y discusion

La aplicacion intraperitoneal de cantida-
des consideradas como fisiol6gicas de T3
(50 microgramos) a ratones machos nor-
males de 20 a 30 g. de peso, no produce
modificaciones de actividad, estadistica-
mente significativas, de las ribonucleasas
dcida y alcalina, ni en los homogeneizados
totales de tejido hepatico ni en las mito-

Cuadro 3 Efectos de la aplicacién intraperitoneal de 50 microgramos de L-triyodotironina so-
bre la actividad de la ribonucleasa alcalina en mitocondrias y microsomas hepéticos

Mitocondrias
Animales normales 3 horas 24 horas 48 horas
(25) ) (@) )
Promedio 0.088 U 0.090 U 0.095 U 0.100 U
Desv. Est. + 0.014 + 0.012 =+ 0.015 + 0.017
Error Est, = 0.003 =+ 0.004 =+ 0.005 =+ 0.006
Microsomas
(16) €} (©)] 1))
Promedio 0.057U 0.066 U 0.054U 0.061 U
Desv. Est. *+ 0.014 *+ 0.010 =+ 0.012 + 0.015
Error Est. + 0.003 + 0,004 =+ 0.004 * 0.005
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condrias y microsomas del mismo (cua-
dros 1, 2 y 3). No parece, por lo tanto,
demostrarse que esas cantidades originen
aumento en la sintesis de nuevas molécu-
las enziméticas como expresion del efecto
positivo que se les ha atribuido sobre la
biosintesis hepatica de proteinas; tampoco
puede afirmarse que los cambios de acti-
vidad de alguna de ellas se relacione con
el estimulo que las cantidades fisiologicas
de T3 ejercen sobre la mencionada bio-
sintesis. A este respecto cabe sefialar que
la cortisona, cuyo efecto estimulante so-
bre la sintesis hepdtica de proteinas ha
sido repetidamente demostrado,* si es
capaz de elevar la actividad icida tanto
en homogeneizados de tejido hepatico **
como en mitocondrias y lisosomas del
mismo, por aumento neto de la cantidad
de enzima, mis que como efecto de la
hormona sobre la permeabilidad de sus
membranas.*®

Las cantidades téxicas de L-triyodoti-
tonina (500 microgramos) produjeron
moderada elevacién de la actividad alcali-
na tanto en los homogeneizados totales
como en los microsomas (cuadros 4, 5

y 6). No se origind disminucion de las
actividades 4cida ni alcalina en las mito-
condrias y no se demostré, por lo tanto,
efecto inhibidor de las cantidades téxicas
sobre estas particulas subcelulares, como
manifestacion de su influencia depresora
sobre la sintesis de proteinas. Lo anterior
también difiere de lo encontrado en otras
enzimas, cuya actividad aumenta en el
higado de ratas con tirotoxicosis, como
son la deshidrogenasa succinica, la cito-
cromo oxidasa y la adenosin trifosfatasa,®
la glucosa-G-fosfatasa " y la L-glicerofos-
fato deshidrogenasa,® es decir, enzimas
relacionadas fundamentalmente con el
metabolismo de los hidratos de carbono.
Por lo que se refiere a las enzimas de
procedencia microsomal, algunas, como la
NADP reductasa, elevan también su acti-
vidad en el higado bajo la influencia de
la tiroxina,® mientras que otras, mictoso-
males también, como las metabolizantes
de drogas (desmetilacién de la aminopi-
rina e hidroxilacién del hexobarbital), la
reducen.*”

FEl aumento de actividad alcalina en-
contrado en los homogeneizados totales

Cuadro 4 Actividades ribonucledsicas, dcida y alcalina, en homogeneizados de higado a las 3,
24 y 48 horas después de la aplicacion intraperitoneal de 500 microgramos de L-triyedotironina

Ribonucleasa dcida

Animales testigos 3 hotas 24 horas 48 horas

47) 8 (€] (€}
Promedio 1.87U 1.76 U 1.73U 1.76 U
Desv. Est. £ 047 + 0.60 £ 0.30 +0.51
Error Est. = 0.07 *0.23 + 0.10 +0.20

Ribonucleasa alcalina

(50) 1€} (11) (€3}
Promedio 149U 2.07U0 1.96 U 2.00U
Desv. Est. & 0.31 + 0.38 + 0.43 =+ 0.60
Error Est. =+ 0.04 = 0.14 =+ 0.14 =+ 0.20
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Cuadro 5 Ffectos de la aplicacion intraperitoneal de 500 microgramos de L-triyodotironina so-
bre la actividad de la ribonucleasa 4cida en mitocondrias y microsomas hepéticos

Mitocondrias

Animales testigos 3 horas 24 horas 48 horas

(26) [€2] (10) [€))
Promedio 0.097 U 0.087 U 0.093 U 0.088 U
Desv. Est, *0.016 + 0.015 + 0.018 + 0.014
Error Est, == 0.003 + 0.005 + 0.006 =+ 0.005

Microsomas

(i5) (6} (@] 1¢4}
Promedio 0.038U 0.042 U 0.031U 0.027U
Desv. Est. =+ 0.008 * 0.017 =+ 0.013 + 0.006
Error Est. =+ 0.002 =+ 0.006 =+ 0.005 -+ 0,002

se debe a elevaciones de actividad de
esta enzima en los microsomas y probable-
mente en ¢l jugo celular. A este respecto
cabe recordar que Brewer y col.,** han
encontrado que en la fraccién sobrena-
dante postmitocondrial del higado de ra-
tas hipofisectomizadas se eleva la activi-
dad de la ribonucleasa alcalina, Ia que se
normaliza al administrar somatotropina, o
sea una hormona anabélica. Las dosis té-
xicas de la hormona tiroidea T3, por su

patte, son manifiestamente catabélicas y
el aumento de actividad de la ribonucleasa
alcalina originado por ella, es factible que
confiera a esta enzima alguna participa-
cién en esos efectos catabdlicos.
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