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RESUMEN

Dos preparados con actividades enzimáticas peroxidásicas fueron sepa­
rados a partir de homogenados tiroideos caninos, uno capaz de peroxidar el
yoduro (yodinasa) determinado espectrofotométricamente a 287.5 mil Y el otro,
usando yodot irosinas como sustrato, con actividad a 328 mil (tiroxidasa),

Se realizaron incubaciones de preparados con actividad tiroxidásica en
presencia de MIT- 1311, que luego fueron cromatografiados en papel con dos
sistemas de solventes, uno merano l: acetato de amonio y otro butano l: eta­
nol: hidróxido de amonio. Las incubaciones realizadas en presencia de Hz0z
muestran la formación de un compuesto desconocido, D', que contiene radiac­
tividad y es ninhidrino positivo. Este compuesto D' representa el 4-5% de la
radiactividad total presente en el cromatograma . El mismo no aparece en las
incubaciones realizadas en ausencia de HzOz.

A partir de un cromatograma obtenido luego de una incubación con MIT­
1311 en escala preparativa, se eluyó la zona correspondiente a D', que lue­
go se recromatografió obteniéndose una purificación parcial del desconocido.

También se efectuaron desarrollos electroforéricos en gel de poliacrila­
mida que se revelaron con amidoschwarz y bendicina. El preparado contenien­
do la actividad tiroxidás ica presenta una banda con actividad peroxidásica,
aparte de la de hemoglobina.

* CNEA - Gerencia de Energía, Dpto Aplicación

** Conse]o Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas.
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SUMMARY

Two preparations with peroxidasic enzymatic activities wese se parared

starting from dog thyroid homogenates, one able to peroxidate iodi le (iodina­

se), as measured spectrophotometrically at 287.5 m¡.t, and the other, using

iodotyros ines as substrate , with acrivity at 328 m¡.t (thyroxidase).

Incubations were done with preparations having thyroxidase activ ity in

che presence of MIT-131I, and paper chromatographies were deve loped with
rwo solvent sys temat merhanol ; ammonium ac et at e and buranol: ethanol: ammo­

nium hvdroxi de, The incubations carried out with HZ0.2 showed rhe formarion
of an unknown compound, D', which has radioactivity and gives a positive nin­
hydrine reacrion. The compound D' had 4-5% of the total radioactivity of each
chromatogram. Thi s compound was not observed when the incubarions were

done without HZOz•

A preparative incubat ion was done with MIT- 13 1Iand analysed by paper
chromatography, The zone corresponding to D' was e1ured, and rechrornatogra­
phied chis obraining a part ial purificar ion of the compound D' .

Electrophoreric runs in polyacrylamide gel were performed and stained
with amidoschwarz and bencidine.. The preparation of thyroxidase showed
two bands, both with peroxidas íc act iv ity , one corresponding ro can ine herno­
globine and the other one ro the enzyrne ,

INTRODUCCION

En la última década las invesrigaciones en bioquímica tiroidea han teni­
do un;' gran desarrollo debido a la aplicación de nuevas técnicas, mediante
las cuales ha sido posíble ais lar algunos de los sistemas enzimáricos invo­
lucrados en la biosíntesis de las hormonas tiroideas. De ellos, tal vez los
más importantes, sean los sistemas peroxidásicos, ya que varios autores (1-8)
han demostrado su importancia, tanto en la oxidación del yoduro como en el
acoplamiento de las yodotirosinas.

En este trabajo se presentan nuevas experiencias sobre el tema, habién­
dose separado por primera vez (11), partiendo de un homogenado tiroideo ca­
nino, las actividades yodinásica y tiroxidásica. El papel de estas enzimas en
en el metabolismo intratiroideo del yodo se puede observar en la figura 1.

Asimismo este trabaj o presenta algunos aspectos comparativos entre los
dos sistemas peroxidásicos tiroideos.



5

---­I

___• __.IIlIII!."_TI.h\..GLlJ;;¡;¡.~~""

- /ijti\h \

Figura 1.- El yoduro circulante captado por la célula tiroidea es peroxidado en 12 por la vod i­
nasa. Este elemento es incorporado a la tirosina, presente en unión pept id ica en la
tiroglobulina, para formar los precursores monoyodotirosina (MlT) y diycd ot ir os in a
(DlT). Estos, posteriormente, bajo la acción de otra peroxidasa, t ir ox idasa, se aco­
plan para sintetizar las yodotironinas, triyodotironina (TS) y tiroxina (T¡ J. [stas
hormonas continúan luego el proceso de almacenamiento y posterior hidró lisis de
la tiroglobulina con liberación de las hormonas.

MATERIAL Y METODO

Tiroides caninas obtenidas quirúrg icarnente de perros anestesiados con
seconal, fueron homogenadas con CIK 0.15 M 0:4, p:v) en homogenizador ci­
po Porter-Elv ehj em con pistón de teflón, Por centrifugación a 600 g durante
10 minutos, se separa el debris celular y el sobre nadanre obtenido se some­
te a 25,000 g durante 30 minutos. El sedimento mitocondrial así obtenido es
tratado de acuerdo al método de Alexander (9) modificado, para la obtención
de un preparado con actividad yodoperoxidásica (yodiná sica), Dicho sedimen­
to es homogenado con una solución saturada de digitonina en buffer de fos fa­
to sódico 0.05 M pH 7.5, preparado a 80ºC y luego dejada enfriar lentamente.
El volumen de la suspensión de digitonina es igual a 2/3 del volumen origi­
nal del homogenado con CIK.

La suspensión en digitonina se mantiene en agitación continua a 0-4 ºC
durante 25 minutos. Por centrifugación a 40,000 g durante 20 minutos, se se­
para un sobrenadante con actividad yodinás ica,

El sobrenadante obtenido por la centrifugación a 25,000 g, contiene la
actividad riroxidásica, La figura 2 muestra esquemáticamente los pasos de
preparación descritos.
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Figura 2,- Esquema de fraccionamiento subcelular para la obtención de los preparados enzi­
rnát icos,

La medición de la actividad vodinás ica se basa en la formación de I?
, -

en presencia de I", yodinas a y H202 • Este yodo mel ecu lar forma complejo
con el ión 1-, dando el ión peryodur? o triyoduro, 13 con absorción a 287,5 mp..

La metodología ya fue descrita oportunamente (lO).

La actividad tiroxidá sica se mide,espeetrofotométricamente a 328 mp.
e i método descrito (11).

Las incubaciones del preparado con actividad tiroxidásica en presencia
de rnonoyodotirosina (MIT), para determinaciones espectroforomérricas , fueron
realizadas de la siguiente manera:

Buffer de fosfato sódico 0.05 pH 7.5 1.8 rnl

Solución 0.1 M de MIT (Calbiochem, USA) 0.1

Soluc ión de MIT 1311 (130 ¡le ¡/ml) 0.1

Preparado enz imát ic o (riroxidasa) 1.0

SO ¡.ti
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El compuesto MIT 1311 fue preparado por la División Moléculas Marcadas
de la Comisión Nacional deEnergía Atómica, con una actividad específica de
100 mCi/mg. Este compuesto fue cromatografiado en solvente metanol-0,2 M
acetato de amonio, ascendente con el objeto de determinar su grado de pure­
za, obteniéndose siempre valores mayores del 95%.

Con el objeto de obtener cantidades mayores de productos de la reacción,
se efectuaron incubaciones de tipo preparativa guardando las mismas propor­
ciones que para las determinaciones espectrofotornérricas , Estas incubaci o­
nes fueron realizadas a 37QC durante 15 minutos en equipo metabólico tipo
Oubnoff y luego frenada la reacción enzimática con la mezcla n-butano}: sul­
fúrico concentrado (10:1), con la que se realiza la posterior e inmediata ex­
tracción. Los productos de la reacción son extraídos tres veces con la mez­
cla ácida y luego evaporados. Este extracto se separa en cromatografía as­
cendente en papel Whatman # 1 usando dos sistemas de solventes: a) meta­
nol: 0.2M acetato de amonio (1:2.5), Me Ac, por dos-cuatro horas y b) n-bu­
tano l: etanol: 2N OHNH4 (5:1:2), BEA, por 14 horas.

De un desarrollo cromaregráfico en solvente MeAc obtenido de una incu­
bación preparativa (14 veces el volumen de una incubación espe ctrofo torné­

trica), se eluyó con metano l: :EN HONH4 (1:1) la zona del papel correspon­
diente al compuesto desconocido O' (ver luego Resultados). Este extracto
evaporado se recromatografió en MeAc.

La distribución de la radiactividad presente en los distintos desarrollos
cromatográficos, fue determinada por medición de segmentos de 0.5-1.0 cm
de ancho, en un contador de pozo.

Electroforesis en gel de poliacrilamida fue realizada de acuerdo a la
técnica de Ornstein y Oavis (12) por el Dr. G. Zuloaga, del Instituto de Fie­
bre Aftosa perteneciente al Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria.

RESULTADOS

La figura 3 muestra la actividad yodoperoxidásica del preparado enz i­
matico obtenido a partir del tratamiento con digitonina del sedimento mito­
condrial. Se observa la cantidad de mumol de l';/ml formados durante la
reacción con dos concentraciones distintas de yodinasa.
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Figura 3.- Actividad enzimática del preparado con­
teniendo yod inasa, Las cubetas con en­
zima contienen: enzima 0.1 ó 0.5 ml, so­
lución IK 0.08 M, 0.5 ml y buffer de fos­
fato sódico 0.05 M pH 7.3, para comple­
tar el volumen a 3.0 ml, En la determina­
ción espontánea (s enzima), se reempla­
za el volumen de enzima por buffer. En
todosIoscasos se adicionan 20 p.l de
H202 0.08 M 'a tiempo "cero".

07

06

o

~04..
N
M

'"o
Q3

e

Figura 4.- Actividad tiroxidásica del sobrenadante
de 25.000 g. La composición de las cu- 02
betas es la siguiente: A) solución 0.1 M
de MIT, 0.1 ml; H202 1M, 50 p.l; buffer
de fosfato sódico 0.05 M, pH 7.5, 2.9 rnl,
B) solución 0.1 M de MIT, 0.1 ml; enzi- m
ma 0.5 ml y buffer de fosfato sódico, 2.4
ml, C) solución 0.1 M de MIT, 0.1 mI; en­
zima 0.5 mI; H202 1 M, 50 p.l Y buffer de
fosfato sódico, 2.4 ml, El H202 se adi­
ciona a tiempo "cero". 5 10

A

9

15 mi"



'0000

l'

~
I\~ 1\0,

I \
I \
1 \

ln\: \
I ,

., \
~ .. 'L.... __

.'1--..ro V',
\
i

\
\

\
\
\

9 19

9

"'. le . 4M

",,,'0'1'31

e/m

200

Figura Sa,-

Distribución de radiactividad en un desa­
rrollo cromatográfico en solvente Me Ac 4
hs , luego de incubación de tiroxid~a l con
MIT_131I. Los segmentos debajo de la abs­
cisa muestran la localización de compues­
tos nínhidr ino-posit ivo,

BEA 14 hs.
MIT·I131

Figura 5b.-

Distribución de radiactividad en un
desarrollo cromatográfico en solven­
te Me Ac 4 hs, luego de incubación
de tiroxidasa con MIT_131I. Los seg­
mentos debajo de la abscisa muestran
la localización de compuestos nínhí­
drino-positivo.
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Figura 6.~ Distribución de radiactividad de una cromatografía en MeAc 2 hs, del eluído de
la zona correspondiente a desconocido D'. Los segmentos debajo de la abscisa
muestran la localización de compuestos!ainhidrino-positivos.

Figura 7.-

Desarrollo electroforético en gel de
poliacrílamida de preparado con ac­
tividad tlroxidás ica (h, e) y de hemo­
globina canina (a). T'inc íón: b) amídos­
chwarz, a) y el bencidina para reve­
lar act ividad pero xidásica



La figura 4 muestra la actividad tíroxidásica de 0.5 ml del preparado ,,:1'
zirnárico presente en el sobrenadante de la centrifugación a 25,000 g, medida
espectrofotométficamente a 328 mp., cada minuto durante 15 minutos. Dicha ac­
tividad se compara con dos testigos, uno sin enzima y otro sin H

202 •

La figura 5a muestra la distribución de radiactividad en los cromatogra­
mas en papel desarrollados en solvente MeAc. luego de incubar t iroxidasa en

presencia de MIT-13 1I, con HzO z o sin ella. En la incubación en presencia

de R)O" se observa la formación del compuesto desconocido D: ainhidrino pO"- ..
s icivo, así como la mancha correspondiente a MIT. En el desarrollo sin Hz 0'2
se observa solamente la mancha nin hidrino positi vo de MIT. El compuesto .D'
contribuye con aproximadamente 4% de la radiactividad toral presente en el

cromatograma,

La figura 5b muestra la distribución de radiactividad en los cromatogra­
mas obtenidos en solvente BEA, luego de incubar riroxidasa con MIT-131¡ en
presencia de H

20Z
o sin ella. En el desarrollo obtenido en presen cia de H

202
se observan tres manchas ninhidrino positivas correspondientes a D; MIT Y

ésteres de MIT. En ausencia de H202 se observa so lamente la presencia de
manchas correspondientes a los dos úlrimos compuestos. El desconocido D'
presenta aproximadamente 5% del ¡valor de la radiactividad total presente.

La figura 6 muestra la distribución de la radiactividad luego de re croma­
tografiar el e1uído de desconocido D', desarrollado en solvente MeAc, Se ob­

serva una purificación parcial de D' por comparación con la figura 5'1, ya que
de una relación MI TíD' de 24 se pasa a un valor de aproximadamente 0,8 lue­
go de la elución,

La figura 7 muestra las corridas e lectroforéricas obtenidas con el prepa­

rado enzimático conteniendo actividad tiroxidás ica y revelado con amidosch­
warz y bencidina, para detectar grupos proteicos y actividad peroxidásica,
También se observa una corrida con hemoglobina canina, revelado con benci­
din a, El preparado riroxidás ico presenta cuatro bandas con uniones peptídi­
cas y una banda con acti vidad peroxidás ica aparte de la hemoglobina.

DISCUSION

En trabajos anteriores hemos demostrado que en incubaciones de DIT-1311
en presencia de tiroxidasa y H20 2 se forma, de acuerdo a los datos cromato­
gráficos (13), riroxina marcada y un compuesto no identificado D, En este

trabajo se observa que en incubaciones del mismo sistema enzimárico con

MIT_1 311 Y H20 2 aparece un compuesto, aún no identificado, ~l que denomi-



namos D'. Ambos compuestos D y D', presentan un comportamiento cromat o­
gráfico parecido en los sistemas de solventes utilizados, lo que sugeriria
una semejanza estructural. El papel desempeñados por estos compuestos en
las reacciones enz imát icas estudiadas aun no ha sido ac larado, pero es fac­
tible que los mismos sean intermediarios en los pasos de la biosíntesis de
las hormonas tiroideas.

Se ha sugerido que los sistemas en~imáticos responsables del ac op la­
miento de las yodotirosinas para formas 1'4 y 1'3 sean diferentes (14). Esta
hipótesis estaría apoyada por los resultados obtenidos recientemente por
Pirr-R! vers (5), quien demostró que la formación de 1'4 Y 1'3 es independien­
te, ya que el contenido de 1'4 es directamente proporcional al de DIT y a la
captación tiroidea de 1-131, mientras que el contenido de T 3 es independien­
te de estos parámetros y de los valores de MI1'. Los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio confirmarían esta idea, ya que incubando tiroxidasa con
DI1' obtenemos T 4, mientras que con la incubación de MI1' no logramos la
formación de tironinas , En la incubación de tiroxidasa con la mezcla e qu irno­
lar de Ml1' y DI1', se observa un rápido incremento de la densidad óptica a
328 mIL en el primer minuto, con posterior nivelación seguido de un suave
descenso de los valores especcrofotométricos. A juzgar por los datos, el sis­
tema por nosotros localizado sería el responsable de la síntesis de 1'4 Y no

de 1'3 o 1'2.

Así como Yip y Hadley (16) proponen que la yodinasa además de oxidar
el ión yoduro, activaría la molécula de tirosina formando un radical libre ca­
paz de yodinarse, un mecanismo similar podría pensarse para la reacción en­
zimática de copulación. La tiroxidasa sería capaz de activar tanto a MI1' ce­
rno a DI1' formando D' y D, pero solamente sintetiza 1'4en presencia de'D y/o
DI1', es decir que cada una de las peroxidasas tendría dos acciones.

Los datos espectrofotométricos muestran que la reacción no se realiza
en ausencia de H202Y que la actividad a 328 ID¡J. sin enzima es mínima. Es­
tos resultados corroboran que el sistema enzimático es una peroxidasa (11)
y que la curva obtenida corresponde a una clásica reacción enzirnárica.

La diferente localización subcelular de la yod inas a y de la tiroxidasa,
indica que se trata de dos sistemas enzimáricos distintos, ya que aparente­
mente una sería i ntra- y la otra extra-mitocondrial,

En trabajos anteriores de este laboratorio se ha demostrado que cada
uno de los preparados enzimát icos posee una sola de las dos actividades
determinadas por espectrofotometría: la yodinasa, oxidación del i ón yoduro
y la tiroxidasa, formación de 1'4 (l1).



Es interesante hacer notar que la tiroxidasa en presencia de la misma
concentración de 'H20 2 requerida para la yodinasa, no presenta actividad
yodoperoxidás ica, Por otra parte, cabe destacar que la peroxidasa necesita
para actuar IN VITRO aproximadamente 20 veces más H 202 que la yodinasa.

La electroforesis en gel de poliacrilamida mostró que el preparado de ti­
roxidasa presenta dos bandas bencidino-vpos itivas , una coincidente con la he­
moglobina canina, mientras que la segunda sería probablemente la enzima. La
coloración para proteínas mos tró la presencia de cuatro bandas, dos coinciden­
tes con las anteriores y las otras dos correspondientes a componentes protei­
cos contaminantes.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran la presencia de

más de un sistema peroxidásico tiroideo y que la tiroxidasa por nosotros es­
tudiada es la responsable de la formación de T 4. Además deja abierto e 1 ca­
mino para la búsqueda del sistema enzimático responsable de la biosíntesis
de la triyodotironina.
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