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Rodriguez, M.; F. Baldor: Estudio de la funcion tiroidea en conejos inmunizados con membrana plasmatica tiroidea
heterélogay homologa.

Se estudia la funcion tiroidea en conejos inmunizados con preparaciones de membrana tiroidea heter6loga y homologa,
mediante las determinaciones tiroxina sérica (Ta4) y captacion de triiodotironina por suero (TsRU). Se determinan ademas
los niveles de anticuerpos antitiroglobulina (TRC*) y se analiza histol6gicamente las glandulas tiroides de los animales
inmunizados. Los resultados obtenidos se comparan con los valores basales, para lo que se utiliza la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon para una significacién a = 0,05. Se encontré que los niveles de T4 comienzan a disminuir
significativamente a partir de los 30 dias de la inmunizacién con membrana tiroidea heteréloga, para caer bruscamente
hasta valores de 0,02 jxg/dl alos 20, 30 y 45 dias de lainmunizacién con membrana tiroidea homologa. Los niveles de TaRU
aumentan paralelamente a la disminucion de Ta y los titulos del TRC fueron altamente positivos (* 1: 10 000). No se en-
contraron cambios evidentes en el examen histoldgico de las glandulas tiroides. Se discuten los posibles mecanismos que
pudieran explicar el hipotiroidismo autoinmune desarrollado en los animales inmunizados.

INTRODUCCION

En el suero de los pacientes con bocio téxico difuso (BTD) se ha demostrado la presencia de
inmunoglobulinas anormales dirigidas contra el receptor de TSH de la membrana folicular tiroidea, las
cuales se consideran de importancia en la patogenia de esta enfermedad.*?

Por otro lado, se considera actualmente que el BTD y la tiroiditis de Hashimoto son enfermedades
autoinmunes y que un defecto en lainmunorregutacion pudiera explicar la aparicion de las mismas.?

Weigle,* Nakamura® y Kotani,® entre otros investigadores han descrito distintos procedimientos

para reproducir tiroiditis autoinmune en animales de laboratorio, sin embargo, no ha sido posible
desarrollar hasta el presente un modelo experimental para el estudio del BTD.
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El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar la funcién tiroidea en conejos inmunizados con membrana
tiroidea, como paso previo en los estudios encaminados al desarrollo de un modelo experimental de BTD.

MATERIAL Y METODO

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron para lainmunizacién 4 conejos de aproximadamente 3 kg de peso corporal procedentes del
centro de cria para animales de experimentacion del MINSAP. Los animales fueron mantenidos en jaulas
separadas, alimentandoseles con aguay pienso ad libitum.

PREPARACION DE MEMBRANA PLASMATICA TIROIDEA

Las membranas se obtuvieron de tiroides frescos de conejo y bovino, los cuales fueron procesados a
4°C, se eliminé el tejido conectivo, cortandolo en pequefios fragmentos que fueron suspendidos en solucién
amortiguadora TRIS-CLH 3mM, 0,25 sucrosa, INMEGTA, ImM MgCl; pH 7,4 [5 mi de solucién amortiguadora
por gramo de tejido himedo). La suspension fue inicialmente homogenizaday en ella se emple6 un Polytron
{10 s posicién 5) y posteriormente en un DOUNCE (10 golpes). A continuacion, la suspension resultante fue
filtrada a través de gasa.

El homogenizado se centrifugd a 1 000 x g (10 min) para remover detritus celulares. El sobrenadante
obtenido se centrifugé a 5 000 x g (10 min) para remover mitocondrias y ndcleos. El nuevo sobrenadante
fue centrifugado a 37 000 x g (30 min) pararemover las enzimas solubles que pudieran dafiar las membranas
y el peilet que contenialas membranas fue resuspendido en 1 mi de la misma soluciéon amortiguadora TRIS-
CIH 3mM.

Se realizaron determinaciones de proteinas por el método de Lowry’ y de la enzima de membrana 5’
nucleotidasar a las fracciones de precipitado y sobrenadante obtenidas de cada centrifugacioén.

Inmunizacién

Las preparaciones de membrana de bovino (heter6loga) y de conejo (homologa) parcialmente purificadas fueron
utilizadas como antigeno, preparadas en emulsiéon con adyuvante completo de Freund (1:1,5) el cual se le inyect6 a los
animales en multiples sitios por via subcutanea.®

El esquema de inmunizacién fue el siguiente: Los conejos recibieron una inyeccién que contenia aproximadamente 1
mg de protefna de membrana. Después de lainyeccién inicial fueron inmunizados alos 10 y 21 dias con 0,5 mg de proteina
por via intramuscular. Estas inmunizaciones se hicieron con las preparaciones de membrana heteréloga tiroidea.
Terminada ésta, se descansa un periodo de 3 semanas y se Inmunizaron nuevamente en igual forma, pero utilizando
membrana de tiroidea homéloga.
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Valoracion de la funcion tiroidea

A cada animal se le realizé extraccion de sangre por puncion de la vena del 16bulo de la oreja antes de comenzar la
inmunizacién, alos 20 y 30 dias de lainmunizacién con membrana homologa.

Los sueros obtenidos fueron almacenados a —20°C hasta su procesamiento.

Se determinaron los niveles séricos de tiroxina CT,,) por RIAX y captacién sérica de triiodotironina (TsRU)Y en
condiciones basales y posinmunizacién para evaluar la funcién tiroidea del animal.

Se realizaron, ademas, determinaciones de anticuerpos antitiroglobulina (TRC) por el método de Fulthorpel? A los 21
dias de terminada la Ultima inmunizacién los animales fueron sacrificados y se les extrajo la glandula tiroidea para su
estudio histoldgico.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante la prueba de los rangos signo de Wilcoxon para una
significacion de a = 0,05.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para la tiroxina sérica y captacion sérica de triiodotironina se muestran en la
tablay en las figuras 1y 2. Como puede observarse los valores en los niveles de T4, antes de comenzar la
inmunizacion fueron de 1,1; 2,9; 1,9; 1,7 ixg/dl para los conejos 1, 2, 3y 4 respectivamente. A los 20 dias de
la primera inmunizacion los niveles séricos se mantuvieron similares, pero a partir de los 30 dias de
inmunizados con membrana tiroidea heteréloga, 2 veces, los valores de T4 disminuyeron significativamente
y observamos una caida brusca en los niveles de T. a los 20 dias de iniciada lainmunizacién con membrana
tiroidea homologa, los cuales se mantuvieron muy bajos (0,02 /j.g/dl) alos 30y 45 dias posinmunizacion.

Tabla. Niveles de tiroxina (TJ y captacion sérica de triiodotironina (TsRU) en conejos inmunizados con membrana tiroidea
heterélogay homologa.

Conejo No. 1 No.2 TsRU No. 3 No.4 T4 T,RU
ta TsRU ta taru
Dias
inmunizacion”-" _ _
(i;.g/dl) (%) (vmg/di) (%) fog/dl) (%) Ug/di) (%)

0 1,1 80 29 72 1,9 74 1,7 76
Heteréloga

20 1,0 82 2,4 81 1,8 83 1.3 88

30 0,92 101 0,87 107 0,98 97 0,81 106
Homoéloga

20 0,02 182 0,02 117 0,02 188 0,02 182

30 0,02 191 0,02 174 0,02 188 0,02 179

45 0,02 191 0,02 181 0,02 191 0,02 182
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Figura 1. Niveles de tiroxina sérica (TJ en conejos inmunizados
con membrana plasmatica tiroidea homologa y heter6loga.

Figura 2 Captacion sérica de triio-
dotironina (TsFIU) en conejos inmunizados
con membrana plasmética tiroidea
homologay heter6loga.
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Paralelamente a estadisminucion en los niveles de T4, observamos que los valores obtenidos
para el T3RU fueron de 80, 72, 74 y 76% en condiciones basales para los conejos 1, 2,3y 4
respectivamente. Estos valores comenzaron a aumentar significativamente a los 20 dias de
inmunizados con membrana tiroidea heter6loga. Se notdé un aumento brusco en los niveles de
T3RU después de lainmunizacién con membrana tiroidea homologa hasta alcanzar valores de
191, 181, 191y 182%.

Se encontrd, ademas, que a partir de los 30 dias de la primerainmunizacion todos los conejos
mostraron titulos altamente positivos (1:10 oo0) del TRC.

En el examen histolégico de laglandulatiroidea de estos animales no se observaron cambios
evidentes que indicaran la presencia de una tiroiditis ni de estimulacion por TSH.

DISCUSION

Los resultados encontrados establecen que los animales inmunizados desarrollan un
hipotiroidismo al parecer de causa autoinmune, lo cual se manifiesta por la disminucién de los
niveles de T4, aumento del TsRU y el TRC positivo en los 4 conejos imunizados. Las variaciones
bruscas en los valores de T.y de T;RU después de la inmunizacién con membrana tiroidea
homologa pudiera explicarse por el hecho de que la inmunizacién previa con membrana
heterédloga sensibilizé a los animales a la posterior inmunizacién con membrana homologa, lo
cual coincide con laobservacion de Weigle y colaboradores=en relacién con las inmunizaciones
con tiro- globulina heter6loga y homologa.

Distintos autores han obtenido en animales inmunizados con extracto tiroideo= y
preparaciones de tiroglobulina purificada en grado variables cambios histolégicos e
inmunolégicos que se asemejan a los encontrados en la tiroiditis autoinmune del humano.

En la mayoria de los trabajos donde se ha desarrollado tiroiditis experimental autoinmune,
los criterios que en general se han evaluado han sido los cambios histolégicos tiroideos y el
incremento de los titulos de anticuerpos antitiroglobulina, no valorandose secuencialmente las
variaciones de las hormonas tiroideas en el suero de los animales inmunizados.

En nuestro trabajo no encontramos cambios evidentes de laimagen histolégica normal de la
glandula; sin embargo, no queda duda de la depresion de la funcién tiroidea evaluada por las
determinaciones de las concentraciones séricas de T. y T3RU asi como la respuesta
autoinmune dada por el incremento del titulo de TRC. El tiempo en el cual desarrollamos la
experiencia, que fue relativamente corto, pudiera, no obstante explicar la ausencia de los
cambios histolégicos propios de la tiroiditis experimental autoinmune.

Endo y colaboradores= han detectado en el suero de pacientes, clinicamente hipotiroideos,
con tiroiditis de Hashimoto la presencia de inmunoglobulinas inhibidoras del enlace TSH-
receptor, pero sin acciéon estimula-
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dora, lo que pudiera sugerir que nuestros animales tuvieran anticuerpos circulantes de este tipo
inducidos por lainmunizacion de los mismos con las preparaciones de membrana plasmética
tiroidea, lo que pudiera explicar el hipotiroidismo observado en los conejos inmunizados.

Por otro lado Consiglio y colaboradores~ han sefialado que las preparaciones de membrana
folicular tiroidea estan contaminadas en un porcentaje no precisado con tiroglobulina. Una
explicacién alternativa seria que la tiroglobulina presente como contaminante de las
preparaciones de membrana bloqueara o inhibiera el enlace de la TSH end6gena a sus
receptores presentes en la membrana tiroidea de los animales inmunizados, que provoca el
hipotiroidismo observado, a favor de lo cual estan los trabajos de Hashizume y colaboradores®®
qguienes han observado in vitro que en la membrana plasmatica tiroidea hay sitios de unién
especificos para la tiroglobulina y que el enlace de esta proteina a los mismos inhibe la unién
de la TSH por un mecanismo no competitivo.

De acuerdo con estos resultados es necesario poder determinar los niveles de
inmunoglobulinas del enlace TSH-receptor asi como hallar un método adecuado que permita la
completa separacion de latiroglobulina que contaminalas preparaciones de membrana folicular
tiroidea.

Los trabajos de Endo y colaboradores= que han demostrado la presencia de receptores de
TSH en los adipocitos pudieran ser de fundamental importancia en el desarrollo de un modelo
experimental para el estudio del bocio téxico difuso.

SUMMARY

Rodriguez, M.; F. Baldor. Study of the thyroid function in immunized rabbits with heteroiogous and
homologous thyroid plasma membrane.

Thyroid function is studied in immunized rabbits with preparations of heterologous and homologous thyroid
membrane through determinations of serum thyroxine (T4) and cap- tation of triiodothyroxine in serum (TsRU).
Antithyroglobulin antibody levels (TRC) are also determined and thyroid glands of immunized animals are
histologlcally analyzed. Results obtained are compared with basal valties of means of Wilcoxon’s test for
ranges with signs, for a = 0,05. It was found that T4 levels begin to decrease significatively at the 30 days of
immunization with heterologous thyroid membrane, falling down abruptly to 0,02 \j.g/dl valtes at the 20,30
and 45 days of immunization with homologous thyroid membrane. TsRU levels increase parallely to Ta
decrement and TRC titers were highly positive (1: 10 000). Evident changes were not found at the histologic
examination of thyroid glands. Possible mechanisms that would explain autoimmune hypothyroidism
developed in immunized animals are discussed.

RESUME

Rodriguez, M.; F. Baldor: Etude de la fonction thyroidienne sur des lapins immunisés avec membrane
plasmatique thyroidienne hétérologue et homologue.

Il est étudié la fonction thyroidienne sur des lapins immunisés avec des préparations de membrane
thyoidienne hétérologue et homologue, au moyen du dosage de lathyroxine sérique (Ts) et de la détermination
du captage de triiodothyronine par le sérum (T3RU). Il est aussi réalisé le dosage les taux d'anticorps
antithyroglobuline (TRC) et il est analysé les glandes thyroides des animaux immunisés du point de vue
histologique. Les résultats obtenus sont comparés avec les valeurs basales au moyen de I'épreuve
d'amplitude avec signe de Wilcoxon, la significaron étant a = 0,05. Il a été constaté que les niveaux de Ta
commencent & diminuer significativement & partir du 30e jour de lI'immunisation avec membrane thyroidienne
héteérologue et qu’il se produit une chute brusque vers des valeurs de 0,02 jig/dl au bout de 20, 30 et 45 jours
de I'immu- nisation avec membrane thyroidienne homologue. Les niveaux de T-,RU augmentent pa-
rallélement & la diminution de T, et les titres du TRC ont été tres positifs 1: 10,000). Il n'a pas été trouvé de
changements évidents lors de I'examen tissulaire des glandes thyroides. Les possibles mécanismes qui
pourraient expliquer I'hypothyroide auto-immune développée chez les animaux immunisés sont discutés.
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