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1.- INTRODUCCION 

La composición de iodoaminoácidos de la tiro

globulina (Tgb) ha sido estudiada en diversos la

boratorios in vivo e in vitro por iodación quími

ca o enzimática (1,2). La formación de hormonas 

iodadas es más eficiente in vivo que in vitro (3, 

4) y por vía enzimática más que por vía química 

puesto que, para niveles comparables de iodación, 

la última da una mayor proporción de iodotirosinas 

(MIT y DIT) pero menor de iodotironinas (T 3 y T4 ) 

(5,6). Se ha aislado peroxidasa a partir de tiroi

des y glándulas salivares de rata y actualmente 

ha sido purificada a partir de varias fuentes (7). 

Para estudiar las reacciones de iodación y acopla

miento, varios laboratorios (1,2,5,8) han utiliza

do un modelo experimental in vitro compuesto por: 

ioduro, una proteína aceptara, peroxidasa y per6x~ 

do de hidrógeno (o un sistema generador del mismo) . 

En la actualidad es generalmente aceptado que tan

to la reacción de iodación como la de acoplamien

to en el tiroides son catalizadas por una peroxi-
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dasa pero el mecanismo exacto permanece aún os

curo (1,2). Pommier y colaboradores (8) y Gava

ret y colaboradores (9) han estudiado el efecto 

de la concentración de ioduro sobre la síntesis 

de tiroxina (T 4 ) por la peroxidasa tiroidea 

(TPO) . Más recientemente Deme y colaboradores 

(10,11) han descrito que la peroxidasa cataliza 

la reacción de acoplamiento en Tgb más lentamen

te que la reacción de iodación y que la formación 

de iodotironinas comienza tras un período de la

tencia constante cualquiera que sea el nivel de 

iodación de la proteína. También describieron 

que bajo sus condiciones experimentales se requi~ 

re la presencia de ioduro para que tenga lugar 

la formación de las hormonas iodadas. 

El presente trabajo ha sido emprendido para 

aclarar si la peroxidasa simplemente suministra 

la forma activa de iodo, la cual a su vez catali

za por sí sola la reacción de iodación y de aco

plamiento, o bien si el iodo y el enzima están 

ambos implicados. Para ello hemos comparado la 
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eficiencia de lactoperoxidasa (LPO) y clorarnina 

T (CLT), un agente oxidante conocido por catali-

zar la iodación de proteínas en presencia de io

duro. Hemos determinado el patrón de distribu

ción de los distintos iodoarninoácidos en Tgb po

bre en iodo a diversos tiempos de reacción. 

Presentarnos evidencia de que LPO es mucho más 

eficiente que CLT tanto en presencia corno en ausen 

cia de ioduro añadido mientras que CLT apenas ca 

taliza la formación de iodotironinas a partir de 

las iodotirosinas preformadas. 

2. MATERIALES Y METODOS 

2.1. Tiroglobulina 

Tgb procedente de un bocio humano nos ha sido 

gentilmente regalada por el Dr. Alvin Taurog, 

Health Science Center, Dallas, (USA). Fue prepa

rada a partir de un bocio enorme mandado por el 

Dr. Geraldo Medeiros Neto, Universidad de Sao 

Paolo, Brasil, por filtración en columna de gel 

(biogel A-5, 200-400 mesh). Su contenido en iodo 
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era del 0.04 %, correspondiendo aproximadamente 

a 2 átomos de iodo por mol de proteína. La con-

centración molar de Tgb era determinada midien-

do la absorción a 280 nm . utilizando un coefi

c i ente de e xtinción (E ~ :o) de 10 . 0 y un peso mo

l ecular de 670.000 daltons. 

2.2 Iodación enzimática 

La mezcla de reacci ón contenía por ml .: 

2 . 5-5 µg LPO (A412 :A280 = 0.8) Sigma, 1 nmol 

Tgb, 50-100 nmoles de ioduro (r 131 ) de actividad 

específica conocida y constante, 50-60 nmoles 

de fosfato pH 7.0 y un sistema generador de 

H2o2 consistente en 0.5-lmg. de glucosa monohi

drato Merck y 0.5-1.0 µg de glucosa oxidasa (G.~) 

tipo IX (25000 unidades/g. sólido) Sigma. la in-

cubación se hizo a temperatura ambiente (aproxi-

madamente 20~ C) o a 37~ C durante intervalos 

crecientes de tiempo. Distintos grados de ioda-

ción de la proteina se obtuvieron modificando el 

tiempo de incubación, la concentración de iodu-

ro, de peroxidasa y/o del sistema generador de 

Fundación Juan March (Madrid)



5 

H2o2 . La reacción se paraba transfiriendo alí

cuotas de la mezcla de reacción a tubos manteni-

dos sobre hielo y conteniendo 1-metil-2 mercapto 

imidazol (MMI) a una concentración final de 

15 mM. El iodo ligado a la proteína y el ioduro 

libre eran separados por cromatografía corta en 

butanol-etanol-amonio (5:1:2) (12). El número de 

átomos de iodo libres y ligados por mol de Tgb 

eran calculados a partir del iodo ligado por mol 

de la actividad específica del iodo y de la con

centración de proteína. A partir de este valor y 

de la distribución porcentual se calculó el nú

mero de residuos de cada iodoaminoácido por mol 

de proteína. 

2.3. Iodación con CLT 

La mezcla de reacción contenía por ml: 5µg 

de CLT Fluka AG, preparada extemporaneamente, 1 

nmol de Tgb, 50-100 nmoles de ioduro (r 131 ) de 

actividad específica conocida, 50-70 nmoles de 

fosfato pH 7.0. La incubación se hizo a tempera

tura ambiente (20~ C) . Grados de iodación ere-
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cientes se obtuvieron variando el tiempo de inc~ 

baci6n. La reacción era parada transfiriendo alí

coutas de la mezcla de reacción a tubos manteni~ 

dos sobre hielo conteniendo metabisulfito sódico 

Merck preparado extemporáneamente (concentración 

final 15 nM) . El número de átomos de iodo liga

dos por mol de proteina fueron calculados de la 

forma descrita anteriormente. 

2.4.Acoplamiento enzimático 

Experimentos de acoplamiento se realizaron 

de la forma descrita previamente (5,13,14). La 

mezcla de reacción contenía por ml.: 2.5-5 µg 

LPO, 1 nmol de Tgb iodada previamente por vía 

química, 0.5-1 mg. de glucosa, 0.5-1 µg de G.O. 

y 50-70 nmoles de fosfato pH 7.0. La incubación 

se llevó a cabo a 37~ e por intervalos crecien

tes de tiempo. Tras la incubación, se determina

ba la fracción del iodo total en forma libre y 

ligada a la proteina por cromatografía corta en 

BEA de la forma arriba descrita. 
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2.5. Acoplamiento con CLT 

En esencia la reacci6n era similar a la des-

crita para LPO, excepto en que la mezcla de 

reacci6n contenía 5 µg de CLT en vez del siste-

rna peroxidasa y la reacci6n era parada con meta-

bisulfito. 

La digesti6n proteolítica de la Tgb marcada, 

la deterrninaci6n de la distribuci6n de iodoarni-

noácidós y el cálculo del número de residuos de 

MIT, DIT, T
3 

y T4 se hizo de la forma descrita 

previamente (5, 13, 14), pero la separaci6n ero-

rnatográfica tras la digesti6n con pronasa se 

llevó a cabo en BEA en tiras de papel Whatrnann 

-
3 sobre las que se añadían MIT, DIT, I , T

3 
y 

T4 en rnetanol-arnonio corno transportadores para 

facilitar la separaci6n e identificaci6n de los 

distintos compuestos iodados (12). 

2.6 Presentaci6n de resultados 

Cada experimento se ha realizado por l.o menos 

tres veces y s6lo se presentan resultados repro-

ducibles. 
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3.- RESULTADOS 

3.1 Cinética de la reacci6n de acoplamiento 

La figura 1 muestra la distribuci6n de iodo-

aminoácidos en Tgb premarcada químicamente con 

1 13 1 a un nivel de 22.2 átomos de iodo por mol 

de Tgb tras incubaci6n en presencia del sistema 

peroxidasa por intervalos crecientes de tiempo. 

Las muestras controles tratadas con el sistema 

generador de agua oxigenada pero sin peroxidasa 

presentan un patr6n de iodoaminoácidos relativa-

mente constante. A medida que el tiempo de incu-

baci6n aumenta, las muestras tratadas en prese~ 

cia del sistema completo presentan un descenso 

progresivo en la proporci6n relativa de DlT y 

menor en la de MlT. Estos cambios van acompañados 

d 1 ., d 131 con un aumento e a proporcion e I encon-

trado en forma de T4 y uno menor en forma de T3 . 

Además como hemos descrito previamente (5) se 

observaba una proporci6n elevada del 1 131 en 

forma de material en el origen (Or) la cual aum~n 

taba progresivamente con el tiempo de incubaci6n. 
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La proporción de 1 131 encontrado en forma de iodu 

ro también aumentaba en las muestras que cante-

nían peroxidasa, pero no en los controles. La con 

centración de ioduro en forma libre en el medio 

de incubación aumentaba desde aproximadamente 1.3 

-7 
x 10 M antes de la adición del sistema peroxi-

dasa hasta alrededor de 2.5 x 10- 7 M tras añadir-

lo. 

3.2. Eficiencia de la reacción de iodación 

LPO frente a CLT. 

La figura 2 muestra la distribución de iodo-

aminoácidos de Tgb iodada in vitro con LPO a 

20 y 37~ e y con CLT a 20~ e correspondiente a 

distintos tiempos de incubación. Las muestras 

tratadas con LPO presentan una rápida disminu-

ción en la proporción de MIT mientras que la de 

DIT aumenta a intervalos tempranos alcanzando 

una meseta a tiempos más largos. La proporción 

de iodotironinas aumenta con el tiempo, siendo 

la de T4 mayor siempre que la de T3 . Estos cam

bios son menos marcados a 20 que a 37~ C. 
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Inicialmente la CLT cataliza la reacción más 

rápidamente que LPO como puede verse por la ma

yor proporción de DIT, la menor de MIT, las pro

porciones similares de T4 y menores de T
3 

a in

tervalos de tiempo muy cortos. Sin embargo tras 

períodos más largos de incubación, la formación 

de T3 y T4 es menor que en las muestras tratadas 

con LPO, debido al mínimo aumento producido por 

CLT. 

Bajo nuestras condiciones experimentales no 

hemos encontrado período de latencia dependiente 

del tiempo para la formación de iodotironinas 

(Fig. 2) incluso cuando las concentraciones 

standard fueron reducidas a 5: x 10- 5M íoduro, 

2.5 µg/ml LPO, 0.5 mg/ml glucosa, 0.5 µg/ml G.O., 

manteniendo constante la concentración de Tgb. La 

figura 3 muestra los datos del experimento prese~ 

tado en la figura 2, pero representados en forma 

de residuos de cada iodoaminoácido frente al nú

mero de átomos de iodo ligados por mol de protei

na. Esta representación nos permite comparar la 
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frente al número de átomos de iodo ligados por mol de 

Tgb correspondientes al experimento descrito en la fig .2 
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eficiencia de la reacci6n independientemente de 

su velocidad. Al hacer esto, queda claro que LPO 

es más eficiente que CLT en cuanto a la formación 

de iodotironinas para niveles comparables de iod~ 

ción. Más aún, los patrones de iodoaminoácidos 

distintos obtenidos a 20 y a 37 ~ e (Fig.2) para 

las muestras tratadas con LPO han desaparecido, 

sugiriendo que la temperatura de incubación 

afecta la velocidad, pero no la eficiencia de la 

reacción. La figura 4 muestra los resultados obte 

nidos utilizando una concentración de ioduro de 

5 x 10-SM con dos distint a s concentraciones del 

sistema peroxidasa. Como puede verse, bajo estas 

condiciones la formación de iodotirosinas y de 

iodotironinas depende del nivel de iodación de 

la proteina y no de la concentraci6n de peroxida

sa y/o de la de glucosa-G.O. 

3.3. Eficiencia de la reacción de acoplamiento : 

LPO frente a CLT. 

A pesar de que ya de la figura 3 se podía adi

vinar que CLT no es un agente catalítico muy po-
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/ml,0.5 mg glucosa/rol y 0.5 ug G.O./ml (•----•). 
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tente de la reacción de acoplamiento, diseñamos 

un experimento para comparar directamente su ef~ 

ciencia con la de LPO en ausencia de reacción de 

iodación (5,13,14). La figura 5 muestra la distri 

bución de iodoaminoácidos de Tgb iodada previa

mente por vía química a un nivel de 40 átomos de 

iodo por mol e incubada con el sistema peroxidasa 

o con CLT. Las muestras tratadas con LPO presen

tan una disminución gradual en la proporción d e 

DIT , no se aprecian cambios en la proporción de 

MIT y la proporción de iodotironinas aumenta gra

dualmente en especial la de T4 . La proporción de 

Or y de ioduro también aumentan. Estos cambios 

son mayores a 37 que a 20 ~ c. Con CLT no se ap~e 

cian cambios en la proporción de iodotironinas, 

Or ni ioduro. Al intervalo más corto de tiempo 

(1 min.) hay un aumento muy pequeño en la propo~ 

ción de T4 con respecto a las muestras controles 

pero tanto la proporción de T4 como la de T3 per

manecen constantes a partir de ahí. Aunque no se 

muestra en la figura 5, hay un aumento en la con-
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centración de ioduro libre presente en la mezcla 

de reacción en las muestras tratadas con LPO pe

ro no en las tratadas con CLT. 

4.- DISCUSION 

El ioduro tiene que ser oxidado a un estado 

más elevado de oxidación antes de poder actuar 

como agente iodante. Ha sido demostrado que la 

oxidación del ioduro es catalizada por la pero

xidasa (1,2) y se ha descrito la formación de 

un complejo peroxidasa-ioduro (16). Sin embargo 

no se ha establecido de una forma concluyente la 

naturaleza exacta de la forma activa de iodo en 

en tiroides in vivo (1,2,17). La iodación de los 

residuos tiroideos de la Tgb en el tiro~des po

dría ser llevada a cabo por el iodo formado por 

oxidación del ioduro por la peroxidasa o bien por 

un complejo enzima-ioduro oxidado. Taurog (18) ha 

presentado evidencia de que el iodo molecular 

(I 2 ) no es probable que sea la especie iodante 

en la iodaci6n catalizada por TPO. Encontró que 
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la formación enzimática de r 2 era más lenta que 

la iodación enzimática de proteinas y que la iod~ 

ción no enzimática de proteinas con r 2 era mucho 

menos eficiente que la iodación enzimática. Morris 

y Hager (19) sugirieron que la reacción de ioda

ción podría ocurrir en un complejo enzima-sustrato, 

implicando TPO, iodo oxidado (iodinio,I+) y un su~ 

trato aceptar. Los resultados de Nunez y Pommier 

(20) y de Yamamoto y Davis (21) están esencialmente 

de acuerdo con esta hipótesis. Más recientemente, 

Davidson y colaboradores (22) han presentado evi

dencia de un complejo intermedio formado por iodo 

unido al enzima en la iodación catalizada por TPO. 

Alexander (23) ha descrito recientemente que el 

iodo activo generado por la peroxidasa tiene un 

potencial de oxidación similar al de I+ y que la 

CLT oxida el ioduro a monocloruro de iodo (ICl) 

(24). Según este autor esta especie molecular del 

iodo da origen probablemente a iodinio hidratado, 

con un potencial de oxidación muy próximo al del 

iodo activo generado por la peroxidasa. 
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En vista de esta evidencia hemos comparado 

la eficiencia de LPO con la de CLT, utilizando 

Tgb pobre en iodo como sustrato, en un intento 

de contestar a la pregunta de si la reacción de 

iodación es o no llevada a cabo por el iodo acti

vo tras ser generado por la peroxidasa o por el 

complejo iodo oxidado-enzima. La última alterna

tiv a podría ser concluyentemente excluida si, 

para concentraciones equivalentes de ioduro, la 

CLT catalizase la reacción de iodación al menos 

con la misma eficiencia de LPO. Sin embargo, ba

jo nuestras condiciones experimentales la CLT es 

mucho menos eficiente que LPO tanto en la reacción 

de iodación corno en la de acoplamiento. Esto no 

significa necesariamente que el enzima esté im

plicado más allá de la formación de la forma acti 

va de iodo adecuada y hay que considerar también 

otras alternativas. Cabe por ejemplo, la posibi

lidad de que el iodo activo generado por CLT no 

es tan eficiente corno el formado por el enzima. 

Es también posible que el iodo activo generado 
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por el enzima y CLT sean equivalen tes con res

pecto a su potencial de oxidación, pero que en 

el sistema peroxidasa se forma gradual y conti

nuamente, mientras que en el caso de CLT podría 

ser generado instant~neamente y/o es parcialme~ 

te desperdiciado. Se necesitan más trabajos 

experimentales para aclarar estos puntos aunque 

nuestros resultados son también compatibles con 

la hipótesis sugerida por Morris y Hager (19) de 

que la reacción de iodación tiene lugar en un 

complejo enzima-sustrato. 

Aprovechando el que la iodación química de 

Tgb es muy ineficiente (5,6) hemos podido estu

diar la reacción de acoplamiento en Tgb previa

mente iodada, independientemente de la reacción 

de iodación y en ausencia de ioduro añadido. He 

mos observado que, al contrario que el sistema 

peroxidasa, la CLT a penas cataliza la reacción 

de acoplamiento. Hemos encontrado que la conce~ 

tración de ioduro libre en la mezcla de reacción 

aumenta, alrededor del doble en presencia del 
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sistema peroxidasa posiblemente por desioda

ción de la Tgb premarcada. La concentración de 

ioduro libre, sin embargo, no aumenta en presen

cia de CLT donde como ya hemos mencionado prác

ticamente no se detectaba reacción de acopla

miento. Por ello, es posible que esta concentra

ción de ioduro juegue un papel muy importante en 

la reacción de acoplamiento corno ha sido sugeri

do por D~me y colaboradores (10,11). 

De nuevo, los presentes resultados, aunque co~ 

patibles con la hipótesis de que la reacción de 

acoplamiento es catalizada por el complejo iodo 

oxidado-enzima, no excluyen la posibilidad de 

que el ioduro liberador por desiodación de la pr~ 

teína sea oxidado por el enzima y actúe como ca

talizador de la reacción. 

Durante la iodación de Tgb catalizada por LPO 

y CLT no sólo se forman MIT y DIT sino también 

productos de acoplamiento, T
3 

y T4 . Sin embargo, 

la velocidad de formación de iodotironinas era 

nenor que la de iodotirosinas. Esto no es sor-
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prendente ya que no puede tener lugar la 

reacción de acoplamiento hasta que no se hayan 

formado 2 moléculas de iodotirosinas y según 

Van Zyl y Edelhoch (25) no todas las iodotirosi

nas pueden acoplarse para formar iodotironinas. 

Bajo nuestras condiciones experimentales y a pe

sar del hecho de que la velocidad de acoplamie~ 

to era ciertamente menor que la de iodación, la 

formación de iodotironinas tenía lugar casi inm~ 

diatamente. Contrariamente, Déme y colaboradores 

(10,11) han descrito que la formación de iodoti

roninas tiene lugar sólo tras un período constan 

te de latencia, dependiente del tiempo. Nosotros 

no hemos encontrado este período de latencia cuan 

do redujimos la concentración de ioduro y del 

sistema peroxidasa ni cuando la temperatura se 

redujo a 20~ C. El mismo grupo de investigadores 

han descrito en forma preliminar (26) que la efi

ciencia para formar tiroxina depende de la rela

ción H2o2;r-, siendo óptima entre 1 y 2. Conclu

yeron que la relación entre la tasa de iodación 

Y de acoplamiento puede estar regulada por la 
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concentración de H2o2 . No conocernos las causas 

de las diferencias entre nuestros resultados y 

los de Deme y colaboradores, aunque pueden estar 

relacionados con la utilización de distintas 

preparaciones y/o concentraciones de tiroglóbu

lina, peroxidasa y/o glucosa-glucosa oxidasa. 

En conclusión, a partir de los presentes re

sultados, está claro que la LPO es más eficiente 

que CLT en catalizar las reacciones de iodación 

y acoplamiento en Tgb. Es muy posible que la 

peroxidasa esté implicada en ambas reacciones 

más allá de suministrar simplemente la forma 

activa de iodo pero otras posibilidades no pue

den ser excluidas por el momento. 
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68. - El problema de la tierra en el expediente de Ley Agraria./ 
Margarita Ortega López. (Historia. España, 1976). 

69. - Razas vacunas autóctonas en vias de extinción. 

(Aportaciones al estudio genético)./ Miguel Vallejo Vicente. 

(Medicina, Farmacia y Veterinaria. España, 1976). 

70. - Desviaciones del sistema y de la norma de la lengua en las 

construcciones pronominales españolas./ María Antonia 

Martín Zorraquino. (Literatura y Filología. España, 19 74). 

71. - Sociologz'a del ejército español en el siglo XIX/ Fernando 

Fernández Bastarreche. (Historia. España, 1977). 

72.- La filosofia hegeliana en la España del siglo XIX/ Juan 

Francisco García Casanova. ( Filosofz'a. España, 19 76 ). 

Fundación Juan March (Madrid)



73. - Procesamiento de datos lingüísticos. Modelo de traducción automática 
del español al alemán./ Montserrat Meya Llopart. (Literatura y Filología. 
Extranjero, 1976). 

74. - La Constitución de 1931 y la autonomía regional. /A dolfo Hernández 
Lafuen te. (Ciencias Sociales. España, 19 76 ). 

75. - El modelo constitucional español del siglo XIX. /Miguel Ar tola Gallego. 
(Historia, 19 79 ). 

76. - Estudio de la susceptibilidad magne toeléc trica en el Cr 2 O 3 policristalino. 

por el método de la constante dieléctrica. / Rafael C. Martín Pérez. 
(Ciencias Físicas. España, 19 70). 

77. - C-14 y Prehistoria de la Península Ibérica. / M. A /magro-Garbea, 
F. Berna/do de Quirós, G. A . Clark, R . de Balbz'n-Behrmann, 
G. Delibes, J. J. Eiroa, U. Espinosa, M. Fernández-Miranda, 
M. D. Garra/da, A . González, M. González, F. Gusi, P. López, 
B. Martí, C. Martín de Guzmán, A. Morales, A. Maure, C. O/aria, 
M. Sierra y L. G. Strauss. (Reunión celebrada en la Fundación 
Juan March el día 14 de abril de 19 78). 

78.- Cultura en periodismo. / Manuel Martín Serrano , Juan Ramón Masoliver, 
Rafael Cante Oroz, Carlos Luis Alvarez, Amando de Miguel, Manuel 
Seco, José Luis Abellán, André Fontaine. (Seminario de "Cultura en 
periodismo ;', celebrado en la Fundación Juan March, los días 26 y 27 de 

junio de 1978). 

79. - Las Giberelinas. Aportaciones al estudio de su ruta biosintética. / 
Braulio M. Fraga González. (Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976). 

80.- Reacción de Amidas con compuestos organoaluminicos. / Mari'a Dolores 
Guerra Suárez. (Química. España, 1976). 

81.- Sobre Arquitectura Solar. /Guillermo Yáñez Parareda. (Arquitectura y 

Urbanismo. España, 1974). 

Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)


