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RESUMEN
El pancreas regula los niveles de glucosa sanguinea a través de los islotes de Langerhans y el
metabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos mediante las células acinares. La funcidén exocrina y
endocrina del pancreas es regulada por hormonas tiroideas. Este tiene receptores de hormona liberadora
de tirotropina (TRHR), hormona estimulante de la tiroides (TSH) y hormonas tiroideas (TRs). La
deficiencia de hormonas tiroideas se asocia con el desarrollo de pancreatitis y diabetes mellitus (DM)
tipo 1 y tipo 2. En modelos animales, la asociacion entre hipotiroidismo y pancreatitis ya ha sido
confirmada. Sin embargo, la relacion entre hipotiroidismo y DM, atin no es clara. Tanto en ratas como
en conejas, el hipotiroidismo no modifica los niveles de glucosa e insulina, aunque si modifica las
caracteristicas histologicas del pancreas e incluso promueve la formacion de nuevos islotes. Las
dislipidemias son factores asociados con la pancreatitis, DM e hipotiroidismo. En conejas, el pancreas
de animales hipotiroideos muestra una acumulacion de triglicéridos y una disminucién en el contenido
de colesterol en el pancreas. Esto tltimo sugiere la posibilidad que el pancreas de animales hipotiroideos
tenga fallas en la sintesis de novo de colesterol, o bien, tenga un exceso de lipoperoxidacion. En el
presente estudio pretendemos analizar la expresion de las enzimas lanosterol 14 alfa desmetilasa
(CYP51A1), la cual convierte el lanosterol en colesterol, y 3p-hidroxideshidrogenasa (3f-HSD) que
transforma la pregnenolona en progesterona, del receptor de lanosterol (receptor de farnesoides beta;
FXRp), v de algunos indicadores de inflamacién como la lactato deshidrogenasa (LDH) y Ia
lipoperoxidacion (dienos conjugados y TBAR). Se tuvieron 2 grupos de conejas adultas: controles (n=6)
e hipotiroideos (n=6); metimazol 0.02%, 10 mg/kg; durante 1 mes. Los animales fueron sacrificados y
el pancreas fue extraido para ser procesado histolégicamente o congelado a -80°C hasta su uso. Las
proteinas CYP51A1, 3B-HSD, FXRP y LDH fueron cuantificados mediante western blots. Los dienos
conjugados y las sustancias reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS) fueron medidos en grasa de
pancreas extraida con el método de Folch y posteriormente con la técnica correspondiente. Encontramos
que el hipotiroidismo reduce la expresion de CYP51A1, FXRp y la actividad de la catalasa (CAT), pero
no se modifica la expresion de 3p-HSD, LDH, ni la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) y la
capacidad antioxidante de reduccion férrica (FRAP), asi como un aumento en los niveles de dienos
conjugados y TBARS. Nuestros resultados sugieren que el hipotiroidismo afecta la sintesis de novo del
colesterol y la sintesis de esteroides, lo cual se asocia con un aumento de la lipoperoxidacion e

inflamacion evaluada a través de la LDH.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del pancreas

La anatomia del pancreas es retroperitoneal a la cavidad abdominal, asegura el
metabolismo de nutrientes por vias endocrinas y exocrinas, sirve como un mecanismo sensor y
reacciona a los niveles circulantes de macronutrientes (Jouvet and Estall 2017). Este 6rgano
tiene un progenitor de origen endodérmico (una capa de aproximada de 500-1000 células en un
modelo de ratén), el cual da origen al tracto respiratorio y digestivo. El endodermo en sus
dominios ventral se pliega en un tubo intestinal primitivo donde emergen 6rganos como
pancreas higado y sistema biliar extrahepatico (Rodriguez-Seguel y cols. 2013). Un factor de
transcripcion mantiene el linaje jerarquico de identidad del pancreas, el factor 1 homeobox
pancreatico y duodenal (Pdx1) es co-expresado con el factor de transcripciéon Neurogenina 3
(Neurog3) para diferenciar las células del linaje endocrino (Larsen y Grapin-Botton 2017; Fig.
1).

El pancreas es un 6rgano con tejidos exocrinos y endocrinos. Este 6rgano en su mayoria
corresponde al tejido exocrino y es responsable de la sintesis de enzimas digestivas y su
transporte por la via del sistema ductal hacia el duodeno (Collombat y cols. 2010). La porcion
de tejido endocrino representa menos del 2% del 6rgano y ésta organizado en unidades llamadas
Islotes de Langerhans siendo ampliamente vascularizados e inervados (en seres humanos
adultos existe aproximadamente 1 millon de islotes dispersos entre los acinos exocrinos, que
son agrupaciones celulares complejas, con funcidén endocrina y estan separadas del pancreas
exocrino por una capsula conectiva y células gliales. El pancreas endocrino desempefia un papel
importante para la funcién del organismo; regula el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas (Collombat y cols. 2010). La porcidon endocrina se compone de cinco tipos diferentes
de células: alfa que representan un 12% del total de células, beta con 80%, delta un 6%, épsilon
y gama 2%, las cudles secretan cinco hormonas peptidicas, respectivamente: glucagon, insulina,
somatostatina, grelina y polipéptido pancreatico respectivamente y su funcion es regular el
metabolismo de nutrientes por medio de procesos homeostaticos de la glucosa, coordinacion de

procesos digestivos y apetito (Larsen y Grapin-Botton 2017).
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Figura 1. Linaje de la organogénesis del pancreas. Durante la formacién del pancreas se expresan varios factores de
transcripcion que se asocian con la modulacion de genes durante las primeras etapas de su formacion. La expresion de la
Neurog3 (Neurogenina 3) participa en la formacion de células a, el factor 1 a de transcripcion pancéatica y homeobox 6.1 NK
(PTF1A y NKX6) en la de acinos, mientras que los factores de transcripcion, proteina de unidn a sefial de recombinacion para
la region J, receptor nuclear subfamilia 5 grupo A miembro 2 y el miembro basico de la familia hélice-bucle-hélice
respectivamente (RBP-J, NR5A2 y MIST1) facilitan la maduracion del acino a una célula endocrina. Precursores endocrinos
como el PDX1 y la Neurog3 que derivan de la transcripcion dan lugar a la formacion de las células B y de cuatro subtipos
celulares mas. Las células pancreaticas progenitoras se convierten en células especializadas del islote a, 3, ¥, € y & (tomado de
Larsen y Grapin-Botton 2017).

Notables diferencias se han encontrado en la organizacién de la citoarquitectura de los
tipos celulares secretores de hormonas del islote de diversas especies (humanos, monos, cerdos,
pajaros, conejo y ratas). En ratones, el predominio de células P se localiza en la region central y

células a y 6 en la periferia; mientras que, en humanos y monos, las células a se distribuyen y



dispersan en todo el islote. Por su parte en perros y cerdos, las células § son escasas en la region
central, lo que sugiere una plasticidad en los islotes reflejada en su composicion y organizacion,
en respuesta a los efectos que se producen por las demandas de insulina, condiciones fisiologicas
normales (embarazo) y fisiopatologicas (obesidad). Suelen ocurrir reajustes y cambios entre
especies diversas y dentro de individuos de una misma especie (Kim y cols. 2009). En relacion
con la estructura del pancreas exocrino se compone de células acinares organizadas en
estructuras denominadas acinos, en los extremos terminales constituyendo una red elaborada de
células ductales. Las células acinares constituyen la mayor parte del pancreas, un 90% de todo
el 6rgano. La funcion de las células acinares es la secrecion de pro-enzimas que se activan en el
duodeno y se transportan desde el entramado de células ductales hacia el conducto de Wirsung
pancreatico hasta llegar al conducto de Santorini del duodeno donde vierten su secrecion (Larsen

y Botton 2017).

1.2 Disfunciones pancreaticas

Diabetes mellitus (DM). La insulina producida por las células beta pancreaticas
desempefian un papel central en el control de la homeostasis de la glucosa, asi un déficit absoluto
o relativo en las células beta conduce a DM1 y DM2, respectivamente (Collombat y cols. 2010).
La etiologia de la DM1 es desconocida, donde ocurre una destruccion de las células productoras
de insulina por parte del sistema inmune, el cual interviene en el proceso inflamatorio de los
islotes pancreaticos y un fallo en la secrecion de insulina. La autoinmunidad especifica hacia las
células B implica insulitis y destruccion de las células B con participacion de la inmunidad
celular y humoral. Asi, los marcadores especificos de la autoinmunidad esta mediada por los
auto-anticuerpos contra los islotes pancreaticos y como ejemplos tenemos a los anticuerpos de
la célula del islote (ICA), anticuerpos contra la insulina (IAA) y los anticuerpos de la
descarboxilasa del acido glutdmico (GADA) y anticuerpos contra 1 tirosin—fosfatasa (IA2).
Estos anticuerpos suelen estar presentes de meses a afios previos al diagndstico y su positividad
incrementa el riesgo de desarrollar DM1. Un mecanismo que explica la produccion de los auto-
anticuerpos es la activacion del sistema inmune mediado por linfocitos T en individuos
genéticamente susceptibles, asi como un desencadenante ambiental que altere la destruccion de

células B, con infiltracion linfocitica de los islotes (insulitis) y respuesta humoral por las células



B responsables de la formacion de anticuerpos (Alba y cols. 2004). Al coexistir un desajuste
homeostatico en el componente inmunologico y endocrino, la insulitis termina por destruir las
células B induciendo la DM1 (Gazda y cols. 1997). Asi, los factores que intervienen en la
destruccion de las células 3 son los productos de la insulitis, es decir, citocinas proinflamatorias,
el 6xido nitrico y las especies derivadas del oxigeno (cuya capacidad es inducir muerte en forma
especifica). Posteriormente, las células B responden al ataque inmunoldgico y modifican su
metabolismo celular basal y la expresion de genes de defensa molecular. El proceso de ataque
cronico del infiltrado inflamatorio desencadenan apoptosis expresada por Fas y su ligando FasL.
pertenecientes a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) por la via de las caspasas que
inducen muerte especifica de la mayoria de células beta y con ello la aparicion de sintomas de
la diabetes (Alba y cols. 2004). La DM2 puede presentarse cuando el pancreas no produce
suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza la insulina que se produce en forma efectiva.
Asi, la resistencia a la insulina puede variar debido a una deficiencia relativa de insulina o bien

por defectos en la secrecion de la misma (Punthakee y cols. 2018).

Pancreatitis. Una caracteristica de la pancreatitis en su forma leve es la presencia de
liquido edematoso en el espacio extracelular, que causa la separacion entre l6bulos y acinos
Ccon infiltracion de neutrofilos y acumulacion de adipocitos. Conductos y acinos pueden
dilatarse. La pancreatitis aguda suele avanzar a necrosis hemorragica, con presencia de micro-
émbolos entre los vasos sanguineos, presencia de fibrina en el espacio extravascular con
plaquetas y eritrocitos. En el espacio intercelular en la base del acino es comun encontrar
productos de secrecion y fibrina. Los neutréfilos ocupan el espacio del tejido conectivo entre
las células epiteliales degenerativas. Los acinos pierden sus granulos de zimdgenos ocasionando
que el espacio de la luz acinar se agrande. Las caracteristicas para la pancreatitis cronica son
dolor intermitente y constante, regresion del parénquima exocrino y fibrosis, los cambios
asociados a estos procesos ocurren en las células acinares, las cuales pierden sus granulos de
zimdgenos con la consiguiente disminucion de su tamano. En la fibrosis, el tejido pancreatico
se transforma de tejido glandular denso a masas de tejido fibroso, asi como, la presencia de
colageno. Por otra parte, la infiltracion de células inflamatorias se asocia con la regresion del

parénquima. A su vez, la degeneracion y pérdida de células ductales persiste y con el tiempo



una deficiencia en la secrecion de enzimas afecta la pérdida de los islotes de Langerhans
causando DM (Bockman 1997).

La etiologia y la incidencia de pancreatitis en México puede ser diversa de acuerdo a la
poblacion, pero en la zona centro la causa mas frecuente es la biliar (66.6 %), seguida por la
alcohdlica (15.9%) con predominio en varones y por hipertrigliceridemia en individuos con DM
(7.8%). Los marcadores séricos para su diagnostico como la lipasa y la amilasa se relacionan

con respuesta inflamatoria sistémica y falla organica (Gonzalez-Gonzalez y cols. 2012).

1.3 Generalidades de las hormonas tiroideas

La glandula tiroides situada en la parte anterior del cuello. Dicha glandula sintetiza a las
hormonas tiroideas: tetrayodotironina o tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), las cuales derivan
del aminodcido, tirosina. Dichas hormonas circulan en torrente sanguineo unidas a proteinas
transportadoras transtirenina (TTR), albimina sérica, pero principalmente unidas a globulina
fijadora de tiroxina (TBG). Existen otros transportadores que regulan su expresion en la
membrana celular, como los monocarboxilatos (MCT) 8 y 10, polipéptidos de transporte
anionico (OATPs), polipéptido cotransportador Na+/taurocolato (familia de portadores de
soluto SCL) y transportadores de aminoacidos de tipo L heterodiméricos (LAT1 y LAT2).
Todos estos transportadores aceptan una gran cantidad de ligandos, excepto para MCTS,
MCT10 y OATP (Visser y cols. 2011). Aproximadamente, el 80% de la cantidad de hormonas
tiroideas secretadas a la circulacion por la tiroides es la forma T4, mientras el 20% corresponde
a la forma activa, T3 (Van Der Spek y cols. 2017). La T3 se puede generar por desyodacion en
los tejidos periféricos. La conversion de T4 a T3 es catalizada por selenoproteinas denominadas
desyodasas en los tejidos blanco, siendo las desyodasas [ y I (D1 y D2, respectivamente). La
T3 es la hormona mads activa, incrementa sus niveles en la circulacion y su biodisponibilidad
para los receptores de hormonas tiroideas hacia los tejidos blancos (Pascual y Aranda 2013; Fig.
2). La actividad de las desyodasas tiene impacto tanto en los niveles séricos como tisulares de
T4 y T3. Adicionalmente a las reacciones de desyodacion, las hormonas tiroideas tienen un

metabolismo tejido especifico que incluye reacciones de sulfatacion, glucorinizacion,



desaminacion y descarboxilacion con la participacion de otras enzimas importantes como la

ornitina descarboxilasa y yodotironina desyodasa (Louzada y Carvalho 2018).
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Figura 2. Mecanismo de desyodacion de las hormonas tiroideas. Las desyodasas (D1, D2 y D3) son enzimas que eliminan o
adicionan atomos de yodo para la formacion de las hormonas tiroideas (T3, T4). La desyodacion del anillo externo de la T4 da
como resultado la formacion de T3, a través de la accion de la D1 y D2. Mientras que D3 y D1 eliminan un ion yoduro del
anillo fenodlico de la T3 para formar T2 (diyodotironina). La desyodacion del anillo interno de la T4 forma la T3 reversa (rT3).
La rT3 se puede inactivar por desyodacion del anillo dando como resultado la formacion de T2 a través de la accion de la D2 y
D1 (tomado de Van Der Spek y cols. 2017).

1.4 Regulacion de las hormonas tiroideas

La produccion y secrecion por la glandula tiroides es regulada por el eje hipotalamo-
pituitario-tiroideo, asi los niveles séricos de las hormonas tiroideas son altamente regulados bajo
condiciones fisiologicas como patoldgicas (Van Der Spek y cols. 2017). La concentracion de

hormonas tiroideas en sangre se mantiene equilibrado por la regulacion de su secrecion por



glandula tiroides, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona estimulante de la
tiroides (TSH). Esta tltima es producida células tirotropas pituitarias adquiere la funcién de
estimular la secrecion de la glandula tiroides. La sintesis de TSH en la pituitaria anterior es
estimulada por la hormona liberadora de tirotropina (TRH) e inhibida por la hormona tiroidea
en un circuito clasico de retroalimentacion negativa endocrina. La concentracion excesiva de T4
y T3 inhibe la sintesis y secrecion de TRH y TSH, en el hipotdlamo y adenohipofisis,
respectivamente; mientras que, el déficit la estimula, asi, niveles de TSH anormales podrian

indicar enfermedades de la tiroides (Pascual y Aranda 2013; Fig. 3).

Hipotalamo

T3: Triyodotironina

TSH

Tiroides

Figura 3. Mecanismo de retroalimentacion de sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas. El hipotalamo libera a la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) que estimula a la adenohipdfisis para que libere la tirotropina (TSH) que, a su vez, activa a la
tiroides para sintetizar y liberar a las hormonas tiroideas, que son T3 y T4 (tomado y modificado de Gereben y cols. 2008).



La TSH controla la funcién tiroidea tras su interaccion con el receptor de la hormona
estimulante de la tiroides (TSHR) acoplado a proteina G. La unién a su receptor en las células
de la tiroides TSH conduce a la estimulacion de las vias de segundo mensajero que implican
predominantemente adenosin monofosfato ciclico (AMPc), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG), resultando en ultima instancia en la modulacion de la expresion génica
tiroidea. Las acciones fisiologicas de la TSH, como el consumo y organizacion del yodo, la
produccioén y liberacion de hormonas tiroideas T3 y T4 son indispensables para las funciones
normales de los tejidos y organos, asi como la homeostasis de los mismos en etapas de
crecimiento y diferenciacion celular, especialmente en tracto gastrointestinal, higado, pancreas,
intestino, corazon, sistema nervioso, células neurales, hueso, tejido adiposo, musculo, rifidn,
testiculo, 0jo, oido y piel (Szkudlinski y cols. 2002; Pascual y Aranda 2013). Las hormonas
tiroideas también participan en la regulacion del consumo de oxigeno, control metabdlico de
carbohidratos, lipidos y proteinas afectando el crecimiento, desarrollo y gasto de energia

corporal (Fontenelle y cols. 2016; Louzada y Carvalho 2018).

1.5 Receptores de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas ejercen potencial influencia en la homeostasis de los lipidos,
proteinas, carbohidratos y minerales por medio de la union a receptores nucleares de hormona
tiroidea (TRs) y modular la expresion de genes blanco. En general, los miembros de la
superfamilia de TRs regulan la expresion de enzimas y transportadores. Dentro de las acciones
de las hormonas tiroideas se involucran aspectos moleculares que inician en el interior del
nucleo celular, membrana plasmatica, citoplasma y mitocondria, a través de los TRs se modula
la actividad biologica de T3, por medio de mecanismos de regulacion transcripcional, respuesta
a los promotores en los genes para el desarrollo de tejidos, expresion de las isoformas en los
receptores nucleares de las hormonas tiroideas y proteinas nucleares co-reguladoras. Este tiltimo
mecanismo actua como co-represor la actividad transcripcional en ausencia de T3, mientras que
en presencia de T3 actiia como co-activador de la actividad transcripcional, en este contexto, la
funcién de las hormonas tiroideas es evidente porque mutaciones sobre el gen de TRf induce
resistencia a las hormonas tiroideas y disminuye la sensibilidad en 6rganos de los tejidos diana

por T3 (Cheng y cols. 2010; Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismo de accion de los receptores de hormonas tiroideas. La T3 y T4 entran a la célula a través de las proteinas
transportadoras (MCT, OATs, integrinas y proteina G) dentro de las células, la D1 y D2 convierten la T4 a la forma principal
de la hormona tiroidea, T3. Esta se une a sus TRs que activan la transcripcion mediante la union con el acido retinoico (RXR)
y finalmente se activa el TRE, situado en las regiones reguladoras de los genes objetivos. Esta actividad se rige por un
intercambio de co-represor y co-activador para que se inicie la transcripcion del gen (modificado de Pascual y Aranda 2013).

1.6 Hipotiroidismo y dislipidemias

Existen disfunciones tiroideas como el hipotiroidismo, donde el crecimiento y deterioro
del desarrollo implican cambios en el metabolismo de lipidos y colesterol, enfermedades
cardiovasculares y la disminucion de la tasa metabolica. Los criterios de clasificacion del
hipotiroidismo de acuerdo al momento de inicio de la enfermedad son: congénito o adquirido.
Por criterio de gravedad se clasifica en clinico o subclinico y por su origen en primario y

secundario (Ghanbari y Ghasemi 2017).

El hipotiroidismo segiin la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES III) es
comun en mujeres con datos de prevalencia de 18 en 1000 y para hombres de 1 en 1000 en el

hipotiroidismo manifiesto, en comparacion con el hipotiroidismo subclinico de 75 en 1000
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mujeres y 28 en 1000 hombres (Ghanbari y Ghasemi 2017). El hipotiroidismo es la segunda
causa mas frecuente de enfermedades endocrinas después de la DM (Giirel y cols. 2015). En
Meéxico, la prevalencia de hipotiroidismo primario es de 1%, y de 3-8% para el hipotiroidismo
subclinico (IMSS 2016). La presencia de hipotiroidismo se incrementa con la edad
(Vanderpump 2005). El hipotiroidismo de origen congénito, secundario. y adquirido se
caracteriza por insuficiencia o disminucion de la funcion de la glandula tiroides originando bajos
niveles séricos de hormonas tiroideas T3 y T4, disminucién del metabolismo y efectos
secundarios como fatiga y aumento de peso. El hipotiroidismo primario es tipicamente un
resultado de tiroiditis autoinmune o deficiencia de yodo y se evalua mediante la medicion del
nivel de la TSH. El hipotiroidismo clinico es una condicion en la que se encuentran niveles de
TSH altos y niveles de hormonas tiroideas bajas. El hipotiroidismo subclinico corresponde a
niveles de TSH normal o alto con T3 y/o T4 normal y en general progresa a hipotiroidismo

clinico (Kelley 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Disfunciones pancreaticas e hipercolesterolemia

El colesterol es necesario para mantener las caracteristicas funcionales y fisico-quimicas
que confieren fluidez y flexibilidad a los componentes membranales que involucran
transportadores, iones, receptores y vesiculas para la liberacion de proteinas (Perego y cols.
2019). El colesterol se sintetiza a partir del precursor comun inicial del metabolismo, la acetil
coenzima A (Acetil CoA) que es transformada mediante la enzima hidroxi-metilglutaril
coenzima A reductasa (HMG)-CoA. Esta ultima es convertida a mevalonato usando
(dinucleotido de nicotinamida y adenina fosfato) NADPH. A través de diversas enzimas el
mevalonato es transformado a isoprenos, los cuales son convertidos a colesterol (Cerqueira y

cols. 2016; Fig. 5).

reductase
Acetyl-CoA—PP» HMG-CoA ———=—P Mevalonate
T i > isoprenoids

Statins efc

Squalene

Shunt Pathway 9\‘\  /
DOS 4————— MOS

cyclase
\/
24(S),25-Epoxylanosterol Lanosterol

H .‘\‘\\\g

24(S),25-Epoxy Cholesterol
cholesterol

Figura 5. Sintesis de novo del colesterol y productos oxiesteroles derivados de la via del mevalonato. MOS: 2,3(s) mono-6xido-
escualeno: DOS: 2,3(S);22(S),23-dioxido-escualeno (tomado de Brown y cols. 2009).
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El colesterol es precursor de diversas moléculas como son las hormonas esteroides, las
sales biliares. La importancia del colesterol ha aumentado por su asociacion con enfermedades
cardiovasculares. El colesterol presente en los organismos proviene de dos fuentes: sintesis de
novo intracelular y de la dieta (Cerqueira y cols. 2016). Las células pueden aumentar su
contenido de colesterol intracelular por medio del receptor de la lipoproteina de baja densidad
(LDL-R; Sunami y cols. 2018). Las estatinas reducen la expresion de HMG-CoA y promueven
la expresion de LDL-R favoreciendo la entrada de colesterol a las células. Al afectarse la sintesis
de novo por las estatinas, también se reducen los metabolitos intermedios como los isoprenos
(Han 2018). Algunos precursores de colesterol, como el lanosterol (Fig. 6), actian como
moléculas activas que pueden unirse a diversos receptores intracelulares y regulan la expresion
de genes. El lanosterol es transformado a colesterol mediante la enzima CYP51 (citocromo P450
también conocida como 14a-desmetilasa; Lepesheva y Waterman 2008). El lanosterol es un

ligado endogeno del receptor de farnesoides B (FXRa; Otte y cols. 2003).

FXRP Figura. 6. El lanosterol activa al

receptor FXRP. El colesterol se

sintetiza a partir de acetil coenzima A

y se cataboliza en 4cidos biliares y

acetyI-CoA —» —» lanosterol = —* cholesterol —* — bile acids esteroides. La enzima CYP51 Al es

a enzima que cataliza la

H e A desmetilacion del lanosterol.
H,Ci I Ay A Tomado y modificado de Otte y cols.
.":‘ CH, sterOids 2003.

Los niveles de colesterol en el organismo se mantienen por la regulacién de su sintesis
y absorcion en diversos puntos de la ruta metabodlica, donde muchos intermediarios son
precursores de la biosintesis de otros compuestos involucrados en diversas funciones como la
sintesis de hormonas esteroideas (Cerqueira y cols. 2016). La sintesis de esteroides es catalizada
por diversas enzimas como la citocromo P450scc (P450ssc) para producir pregnenolona, la 3-8
hidroxideshidrogenasa (3BHSD) que convierte la pregnenolona en progesterona, moléculas
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precursoras de la sintesis de esteroides gonadales (progestagenos, estrogenos y androgenos),

glucocorticoides y mineralocorticoides (Mauvais-Jarvis 2016; Fig. 7).
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Figura 7. Sintesis de hormonas esteroideas a partir del colesterol (tomado y modificado de Mauvais-Jarvis 2016).

Un exceso de colesterol en las células pancredticas causa desensibilizacion en el
transporte y cambios morfométricos en los granulos de insulina, estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial y activacioén de la apoptosis. Diversos estudios han mostrado que el aumento de
colesterol en suero (hipercolesterolemia) es un factor asociado al dafio pancreético (Paul y cols.
2016).

Cancer pancreatico. La expresion elevada de LDL-R y HMG-CoA reductasa se ha

asociado a adenocarcinoma ductal en ratones (Sunami y cols. 2018). Delfines con niveles altos
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de colesterol de manera cronica muestran un agrandamiento de los islotes pancreaticos y fibrosis
pancreatica (Colegrove y Venn-Watson 2015).

Diabetes. Mientras que ratas diabéticas inducida mediante estreptozotocina tienen una
reduccion en el contenido de colesterol pancreatico, asi como un incremento en la glucoquinasa
(GCK) que convierte la glucosa en glucosa 6-fosfato, la cual es importante en la glucdlisis y
gluconeogénesis (Han 2018). Asi, la secrecion de insulina y la actividad de la GCK es inverso
al contenido pancreas en el pancreas (Hao y cols. 2007). Sin embargo, la dieta rica en grasas
promueve la diferenciacion de células ductales en células productoras de insulina (Huang y cols.
2019) e hiperglicemia (Liu y cols. 2014). Ademas, los granulos con insulina en las células {3
contienen colesterol, mevalonato y esqualeno, lo que afecta tanto el almacenamiento como
secrecion de insulina (Han 2018). El estrés oxidativo en el pancreas tiene una participacion
importante de diversos lipidos. Por ejemplo, acidos de cadena larga y corta como los malonil-
CoA y acil-CoA son capaces de regular la secrecion de insulina, modulando la activacion de la
proteina cinasa C (PKC), canales i6nicos, acilacion proteica y apoptosis (Haber y cols. 2003).
Algunos de los precursores de colesterol también pueden afectar la sintesis de insulina, por
ejemplo el lanosterol, un ligando de FXRp, cuya activacion en la célula B pancreatica de
humanos y ratones ejerce acciones protectoras en la lipotoxicidad derivada del estrés
metabodlico, mejora la capacidad secretora de insulina y no ejerce efectos importantes en la cito-
arquitectura de los islotes (Popescu y cols. 2010).

Pancreatitis. La pancreatitis esta altamente ligada a la presencia de DM y, viceversa, la
neuropatia diabética puede inducir pancreatitis (Hardt y Ewald 2011). Ademas, la pancreatitis,
al igual que la DM, ha sido relacionada con los niveles de colesterol circulante. Solo que, en
este caso, tanto bajos como altos niveles de colesterol han sido relacionados con la pancreatitis

(Hong y cols. 2019).

2.2 Disfunciones pancreaticas e inflamacion

En pacientes y en modelos animales con DM ocurre una inflamacion de los islotes con
un aumento en la expresion de diversas citocinas (interleucinas 6; factor de necrosis tumoral) e
infiltracion de células inmunitarias (Ehses y cols. 2009; Lacraz y cols. 2009; Lytrivi y cols.

2018), asi como con cambios en la vasculatura, acumulacion de tejido graso en el pancreas e
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hipercolesterolemia (Giroix y cols. 2011). Las células B son més sensibles al estrés oxidativo
que las células a, teniendo menores niveles de catalasa y glutation peroxidasa, por lo que son
mas sensibles a sufrir dafio en el DNA (Miky y cols. 2018).

La pancreatitis también tiene un origen inflamatorio generado a partir de estrés oxidativo
que regula la produccion de moléculas de adhesion. Moléculas como la ocludina, claudina, E-
cadherina y cateninas participan tanto en el desarrollo de pancreatitis como de cancer
pancreatico (Sato y cols. 2018). La inflamacion en el tejido pancreatico ligado al desarrollo de
diabetes tiene una fuerte participacion de ligandos grasos y la regulacion que €stos ejercen en el

estrés oxidativo (Jezek y cols. 2018).

2.3 Hipotiroidismo y afectacion del pancreas

En humanos, el hipotiroidismo se correlaciona con pancreatitis en la presencia de
anticuerpos (Komatsu y cols. 2005; Shimizuguchi y cols. 2018). El hipotiroidismo también se
relaciona con la DM. En pacientes con DM2, el hipotiroidismo incluso el de tipo subclinico
agrava las complicaciones de la DM2 (Han y cols. 2015; Bernal y cols. 2016). Z<En modelos
animales, el hipotiroidismo farmacolégico (en la dosis utilizada metimazol 10 mg/kg) en conejas
no modifica los niveles de glucosa e insulina, pero si induce pancreatitis e insulitis (inflamacion
de 1los islotes; Rodriguez-Castelan y cols. 2015a y b). El hipotiroidismo aumenta la expresion
de insulina en el pancreas y promueve la formaciéon de nuevos islotes en los animales
hipotiroideos (Rodriguez-Castelan y cols. en revision). El pancreas de animales hipotiroideos
también muestra un aumento en la lipoperoxidacion. Esto aunado a una disminucion en el
contenido de colesterol en el pancreas, existe la posibilidad que el pancreas de animales
hipotiroideos tenga fallas en la sintesis de novo de colesterol o bien tenga un exceso de

lipoperoxidacion (Rodriguez-Castelan y cols. 2019).
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3. JUSTIFICACION

Se ha descrito que el hipotiroidismo se asocia con pancreatitis (Komatsu y cols. 2005;
Shimizuguchi y cols. 2018) y afecta a las células de los islotes de Langerhans en forma
diferencial y funcional dependiendo del tamafio de los islotes (Rodriguez-Castelan y cols. 2015).
El hipotiroidismo, la pancreatitis y la DM se asocian con altos niveles circulantes de colesterol.
Sin embargo, pocos estudios se han realizado para conocer los efectos de las hormonas tiroideas
en el metabolismo de colesterol en el pancreas. En el presente estudio pretendemos analizar la
CYP51A1, 3B-HSD, del FXRp y de algunos indicadores de inflamacion como la LDH y
lipoperoxidacion (dienos conjugados y TBARS). La CYP51A1 es responsable de lanosterol-14-
alfa-desmetilacion para formar colesterol (Dejong y Wilson 2014), lo que nos daria una pista
sobre como se encuentra la sintesis de novo del colesterol. Mientras que la enzima 33-HSD nos
indica el metabolismo del colesterol, dirigido hacia la esteroidogénesis. E1 FXRP se une al

lanosterol, un precursor de colesterol.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo que induce hipercolesterolemia y dafio pancredtico, aumenta la

expresion de CYP51A1 y FXRp, y aumenta la proliferacion de especies reactivas de oxigeno y

la expresion de LDH y 3B-HSD en el pancreas de conejas virgenes.

S. OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar si el hipotiroidismo afecta la expresion CYP51A1, 3B-HSD, FXRp y LDH,

asi como la presencia de marcadores de estrés oxidativo en el pancreas en conejas virgenes.

Objetivos especificos:

En el pancreas de conejas controles e hipotiroideas:

1.

A

Determinar la expresion del receptor de CYP51A1 mediante Western blot
Determinar la expresion de 33-HSD mediante Western Blot

Determinar la expresion del receptor FXR mediante Western blot

Determinar la expresion LDH mediante Western blot

Cuantificar el contenido de dienos conjugados y TBARS por espectrofotometria

Determinar el contenido de enzimas antioxidantes
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6. METODOLOGIA

Animales.  Para llevar a cabo este estudio, se emple6 como modelo animal a la coneja
doméstica, especificamente a Oryctolagus cuniculus perteneciente a la raza Chinchilla en edad
adulta virgen a partir de los 8 meses. Estas conejas fueron mantenidas cautivas en el bioterio

proporcionandoles alimento de 180 g al dia y agua.

Induccion de hipotiroidismo. La inducciéon de hipotiroidismo por medio de la
administracion de un tratamiento en el grupo conejas hipotiroideas, con la administracion de
metimazol en el agua de consumo diario (0.02% a una dosis de 10 mg/kg) por un lapso de 30
dias (Rodriguez-Castelan y cols. 2015).

Western Blot para CYP51A1, 3p-HSD, FXR- y LDH. El pancreas extirpado se
utilizo para realizar Western Blot, con esta técnica se determiné la presencia de las proteinas
CYP51A1, 3B-HSD, FXRp y LDH. Para la determinacion de CYP51A1 (30 pg de proteina);
3B-HSD (50 pg de proteina); FXRP (50 pg de proteina); y LDH (50 pg de proteina). Se utilizo
proteinas de carga pre-tefiidas con peso molecular conocido de Thermo Scientific. Las proteinas
se separaron mediante un gel de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% de acrilamida y se
transfirieron a membrana de nitrocelulosa para la inmunotransferencia. Las membranas fueron
incubadas para su bloqueo: CYP51A1 (leche al 17% en buffer de salino de fosfatos-Tween,
PBS-Tween, al 0.2%); 3B-HSD (leche al 5 % con PBS-Tween al 0.2 %); FXRp (leche al 17%
en PBS-Tween al 0.2%); y LDH (leche al 5% en PBS-Tween al 0.2%). Los anticuerpos
primarios usados fueron: CYP51A1 (1:100; codigo 135723; Abcam incorporation, Cambridge,

USA); 3B-HSD (1:50; sc-30820; Santa Cruz Biotechnology USA); FXRp (1:400; c6digo
48725; Abcam incorporation, Cambridge, USA); y LDH (1:200; 98A-1F9BB1; Abcam
incorporation, Cambridge, USA), en los cuales las membranas fueron incubadas por una noche
a 4°C. Posteriormente, se lavo la membrana 3 veces cada 5 minutos con PBS-TWEEN al 0.2 %.
Como anticuerpos secundarios se utilizaron: CYP51A1 (1:20000; goat-anti-rabbit IgG-HRP;
codigo sc-2004; Santa Cruz Biotecnology); 3p-HSD (1:1000; goat-anti mouse-IgG; codigo G-
21040; Thermo Fisher Scientific); FXRP (1:20000; goat-anti-rabbit IgG-HRP; codigo sc-2004;
Santa Cruz Biotechnology); y LDH (1:1000; goat-anti mouse-IgG; coédigo G-21040; Thermo
Fisher Scientific) diluidos en leche al 1% en PBS-TWEEN al 0.2% durante 1 6 2 h a temperatura
ambiente dependiendo del anticuerpo. Finalmente, la membrana se lavo con solucion PBS-
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Tween al 0.2% 3 veces cada 5 minutos cada uno. Para visualizar los complejos antigeno-
anticuerpo se utilizé Inmobilion Western Chemiluminescent HRP-sustrate, USA. La sefial de
CYP51A1 y FXRp fue visualizada mediante un equipo de quimioluminiscencia My ECL Imager
de Thermo Scientific, USA. Mientras que para 33-HSD y LDH, la sefal fue detectada con
placas fotograficas y con soluciones reveladora y fijadora (Kodak GBX Carestream Dental). La
expresion de CYP51A1, 3B-HSD, FXR y LDH fue medida por densitometria y normalizada
como la proporcion entre la densidad de la banda correspondiente y las bandas de tefiidas con
el colorante Rojo de Ponceau con el programa Image J.

Dienos conjugados. En 200 pl de PBS (buffer salino de fosfatos) frio se
homogeneizaron 150 mg de pancreas. Se tomaron 150 pl del homogenado y se adicionaron en
reactivo de Folch (cloroformo/metanol en relacion 2:1). Los otros 50 ul se designaron para
cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo Scientific). El tubo con reactivo de
Folch se mezcl6 en agitador vortéx por 1 minuto. Posteriormente se centrifugo por 10 minutos
a 3500 rpm a 22° C. Posteriormente se aspiré la fase del fondo del tubo (cloroférmica) y se
transvaso a una celda para su lectura en espectrofotometro a 325 nm.

Sustancias reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS). En 200
ul de PBS (buffer salino de fosfatos) frio se homogeinizaron 50 mg de pancreas. Del
homogenado 50 ul se designaron para cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo
Scientific) y en la porcion restante de 150 pl se adicionaron 100 pl de reactivo de TCA (4acido
tricloroacético 10%), los cuales fueron incubados y centrifugados a 14,000 rpm. Al
sobrenadante obtenido se agregaron 100 ul de TBA (acido tiobarbitarico), se agito en vortéx e
incubo a 100° C. Posteriormente se centrifugo a 4° C. Con el sobrenadante obtenido se utilizd
para su lectura en espectrofotometro a 525 nm.

Actividad de la Catalasa (CAT). Para determinar la actividad de la enzima CAT, 200
ul de PBS (buffer salino de fosfatos) frio se homogeinizaron 50 mg de pancreas. Del
homogenado 50 ul se designaron para cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo
Scientific) y en la porcion restante de los extractos se adiciono peroxido de hidrogeno, fosfato
de potasio monobasico, solucion Tris 25 mM y dicromato de potasio en proporcion 1:3 con
acido acético glacial. Posteriormente se colocaron en Termo blot durante 10 min a 97° C, para
posteriormente dejar enfriar a temperatura ambiente tomando un volumen de 200 ul de para
medir su densidad optica a 570 nm.
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Capacidad  antioxidante de reduccion férrica (FRAP). En 200
ul de PBS (buffer salino de fosfatos) frio se homogeinizaron 50 mg de pancreas. Del
homogenado 50 pl se designaron para cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo
Scientific). Se realiz6 curva de calibracion con acido ascorbico. En microplacas se adiciond 50
uL de muestray 100 uL de solucion FRAP y posteriormente se incubaron a 37° C por 60 minutos
y se tomaron lecturas a 720 nm.

Actividad de la superoxido dismutasa (SOD). En 200
ul de PBS (buffer salino de fosfatos) frio se homogeinizaron 50 mg de pancreas. Del
homogenado 50 pl se designaron para cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo
Scientific). Se realiz6 curva de calibracion con acido urico. En microplacas se adicionaron 100
uL de muestra, 11.5 de pirogarol y 12 L. de MMT y se incubaron a temperatura ambiente por

10 minutos. Posteriormente se adiciond 100 pnL. de DMSO y se tomaron lecturas a 570 nm.
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7. RESULTADOS

El hipotiroidismo inducido a través de la administracion del firmaco metimazol en el agua
de bebida de las conejas designadas como grupo hipotiroideo disminuyé la expresion de la
enzima CYP51A1 (Figuras 9A-C), no afect6 la expresion de 38-HSD en el pancreas de conejas
controles e hipotiroideas (Figuras 9D-E), redujo la expresion del receptor FXR (Figuras 9F-I),
y no modificéd expresion de la enzima LDH en comparacion con el grupo control (Figuras 10A-
C). El hipotiroidismo aumento los niveles de dienos conjugados (Figura 10D) y TBARS (Figura
10E) en el pancreas. Aunque el hipotiroidismo no modifico la actividad de la SOD (Figura 10F),
ni el FRAP (Figura 10G), si redujo la actividad de la CAT (Figura 10H) en el pancreas.
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Figura 9. Expresion de CYP51A1 (A-C), 3B-HSD (D-E) y FXRp (F-I) en el pancreas de conejas virgenes controles (C) e
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Figura 10. Expresion de LDH (A-C) y cuantificacion de lipidos oxidados (D-E) y enzimas antioxidantes (F-H) en el pancreas
de conejas virgenes controles (C) e hipotiroideas (HT). Superior. A) Membrana tefiida con rojo de Ponceau que muestra el total
de las proteinas usadas como control de carga en fracciones totales del pancreas de la coneja control e hipotiroidea. Se utilizd
como control positivo al utero. B) Expresion de las bandas de LDH en el pancreas de la coneja control e hipotiroidea. C)
Cuantificacion de la expresion de la enzima en el pancreas de la coneja control e hipotiroidea. KDa; Kilodaltons. D).
Concentracion de proteina de dienos conjugados. E). Concentracion de TBARs. F). Actividad de la superdxido dismutasa
(SOD). G). Poder antioxidante reduccion férrica (FRAP). H). Actividad de la catalasa (CAT). Analisis Mann-Whitney (n=6

para cada grupo).
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8. DISCUSION

Colesterol pancreatico y su relacién con pancreatitis y DM. Los resultados muestran
que el hipotiroidismo afecta la funcion del pancreas de conejas virgenes hipotiroideas, donde
disminuye la expresion de enzima CYP51 en el tejido pancreatico. Este hallazgo es importante
dado que esta enzima es clave en la sintesis de colesterol. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado por Rodriguez-Castelan y cols. (2018). Curiosamente, la disminucién en los niveles
de colesterol en el pancreas persiste a pesar del aumento de los niveles de colesterol en sangre
(Rodriguez-Castelan y cols. 2018). La disminucion de CYP51 podria promover la acumulacion
de lanosterol y afectar la fluidez de la membrana celular, asi como causar una mayor produccion
de ROS (Araldi y cols. 2017). Cabe mencionar que la hipercolesterolemia se ha relacionado con
fibrosis pancreatica (Colegrove y Venn-Watson 2015), DM (Huang y cols. 2019) y pancreatitis
(Hong y cols. 2019). Sin embargo, la concentracion de colesterol circulante parece no afectar la
concentracion de colesterol en el pancreas. El colesterol presente en las células pancreaticas
tiene un papel importante en la sintesis de insulina (Hao y cols. 2007; Han 2018) y el desarrollo
de pancreatitis (Hirano y cols. 2014). Nuestros resultados muestran que la reduccion en la
sintesis de colesterol en la coneja podria ser la explicacion para entender la relacion entre
hipotiroidismo y pancreatitis (Komatsu y cols. 2005; Shimizuguchi y cols. 2018) e
hipotiroidismo y DM descrita en humanos (Han y cols. 2015; Bernal y cols. 2016).

El colesterol ésta involucrado en multiples procesos bioldgicos del metabolismo. Las
acciones del colesterol a través de sus derivados: oxiesteroles, acidos biliares y hormonas
regulan el medio y las vias metabdlicas (Duc y cols. 2019). Por ejemplo, los oxiesteroles (formas
oxidadas del colesterol) son intermediarios para la sintesis de &cidos biliares que adicionalmente
actian como ligandos para diferentes receptores nucleares como FXR con efectos en la actividad
glucoreguladora, de ahi su importancia en enfermedades metabolicas lo que podria relacionarse
con este proyecto. El papel de los oxiesteroles como mediadores en la migracion de células
inmunes y respuesta a la inflamacion, en enfermedades autoinmunes, asi como su posible
participacion en la DM se explica por la interaccion de los mismos con receptores nucleares y
membranales como el receptor 2 acoplado a proteina-G inducido por virus de Epstein-Barr

(Ebi2) y el receptor huérfano relacionado al receptor de acido retinoico (ROR) (Duc y cols.
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2019). La multiples rutas metabodlicas en la biosintesis de oxiesteroles conduce a nuevas vias
que forman 4cidos biliares (Ahmad y cols. 2019; Griffiths y cols. 2019).

Los 4cidos biliares, conocidos por su funcion en los procesos digestivos por la absorcion
de lipidos y secrecion de colesterol biliar pueden verse alterados en su composicion,
concentracion y distribucion en condiciones fisiopatologicas que influyen en la glucemia
(Ahmad y cols. 2019). Los 4cidos biliares como productos finales del catabolismo del colesterol
son una via para la eliminacién del exceso de colesterol (Rajani y Jia 2018). El pancreas
endocrino expresa receptores especificos para los acidos biliares conjugados como el acido
tauroursodesoxicolico (TUDCA) sobre la secrecion de insulina estimulada por la glucosa dentro
de la célula B, a través del receptor 5 acoplado a proteina G-Takeda (TGRS) en un modelo de
raton, asi como propiedades anti-apoptoticas (Vettorazzi y cols. 2016; Rajani y Jia 2018). Otros
acidos biliares dependiendo de su composicion tienen implicaciones en el desarrollo de
neoplasias en es6fago, estbmago y colon. En humanos, por ejemplo, el acido desoxicdlico
genera  ROS  que  causan  apoptosis celular (Rees 'y  cols.  2017).
En ratas es posible inducir pancreatitis con taurocolato de sodio en el pancreas, el cual produce

causa de inflamacion y disminucion de hormonas tiroideas (Wang y cols. 2018).

Colesterol como fuente de hormonas esteroides en el pancreas. Si el contenido de
colesterol se reduce en el pancreas es posible que la sintesis de esteroides también se encuentre
reducida. Aunque, los animales hipotiroideos que muestran bajo contenido de colesterol en el
pancreas (Rodriguez-Castelan y cols. en escritura) debido a una menor sintesis de novo, como
lo mencionamos anteriormente, no tuvieron una afectacion de la 3f-HSD, lo cual refleja que la
esteroidogénesis no fue afectada (Cerqueira y cols. 2016). Sin embargo, los pancreas de hembras
hipotiroideas muestran una disminucion en la expresion de aromatasa sugiriendo una menor
sintesis de estrogenos (Rodriguez-Castelan y cols. en escritura). A este respecto, es conocido
que las hormonas esteroideas tienen la capacidad de regular la actividad pancreatica tanto
endocrina y exocrina. La exocrina disminuye la secrecion de los granulos de zimdgenos y la
endocrina involucra a la hormona progesterona que, a su vez, estimula proliferacion celular de
células pancreaticas o y P para estimular la secrecion de insulina (Morales-Miranda y cols.

2007). Por otra parte, la funcion endocrina del pancreas estd modulada por la accion de los
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estrogenos. El 17B-estradiol a través de su receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPR30
6 GPER) se relaciona con un aumento en la liberacion de insulina, promueven el transporte de
glucosa y suprimen la inflamacion (Sehl y cols. 2018).

Importancia del lanosterol en el pancreas. Ademas del colesterol, algunos lipidos
precursores de la ruta del mevalonato son moléculas activas y regulan diversas funciones en el
pancreas. Por ejemplo, los granulos con insulina en las células B contienen colesterol,
mevalonato y esqualeno, lo que afecta tanto el almacenamiento como secrecion de insulina (Han
2018). En el presente estudio encontramos que el hipotiroidismo disminuye la expresion de
FXRp. Aunque existen pocos datos sobre las acciones de este receptor de hormona nuclear en
los tejidos, un hallazgo importante en este estudio es su expresion en el pancreas y su
participacion activa en metabolismo de colesterol. Hacen falta mas estudios que involucren las
acciones de FXRp en la funcion pancredtica. Hasta el momento solo podemos decir que la
acumulacion de lanosterol refuerza los procesos de estrés oxidativo derivado de la acumulacion
de lanosterol y triglicéridos en el pancreas. Considerando que este receptor esta presente en
todos los tejidos reproductivos de las hembras (Méndez-Tepepa y cols. en prensa), no es
descartable la posibilidad de que dicho receptor pudiera estar participando en la

esteroidogénesis.

LDH en el pancreas, como un marcador de inflamacién. El aumento de LDH en suero
(Aybil y cols. 2018) como la hipercolesterolemia (Hong y cols. 2019) son indicadores de
pancreatitis. En el presente estudio, evaluamos la expresion de LDH directamente en el
pancreas, la cual fue similar entre el grupo control e hipotiroideo. Esto puede deberse a que la
induccion de hipotiroidismo por 30 dias es un lapso corto de tiempo para presentar dafios aun
mas severos a los ya reportados por Rodriguez-Castelan y cols. (2015a y b; 2019). O bien, que
la LDH en suero de pacientes con pancreatitis no necesariamente provenga del pancreas, sino
de otras fuentes que responden ante la inflamacion de un organo. A este respecto, algunos
estudios respaldan que la administracion prolongada de lactato induce lesiones isquémicas
importantes por la liberacion de proteinas proinflamatorias en un medio celular acido, similar a
lo que ocurre en el cancer pancreatico, donde prevalece un medio hipdxico con incremento de
la glucolisis anaerobia y alta expresion del receptor de lactato el GPR81 (Hoque y cols. 2014;

Roland y cols. 2014).
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Estrés oxidativo en el pancreas. El estrés oxidativo en el pancreas tiene una
participacion importante de diversos lipidos. Por ejemplo, acidos de cadena larga y corta como
los malonil-CoA y acil-CoA son capaces de regular la secrecion de insulina, modulando la
activacion de proteina cinasa C (PKC), canales i6nicos, acilacion proteica y apoptosis (Haber y
cols. 2003). Algunos de los precursores de colesterol también pueden afectar la sintesis de
insulina, por ejemplo el lanosterol, un ligando de FXRp, cuya activacion en la célula B
pancréatica de humanos y ratones ejerce acciones protectoras en la lipotoxicidad derivada del
estrés metabolico, mejora la capacidad secretora de insulina y no ejerce efectos importantes en
la cito-arquitectura de los islotes (Popescu y cols. 2010). Nuestros resultados de estrés oxidativo
indican que la presencia de ROS, como el 6xido nitrico (NO), puede estar relacionada con la
degradacion de CYP51. Se ha reportado que el NO induce un proceso inflamatorio a través de
citocinas que regulan a la baja la enzima en los hepatocitos humanos. Esto puede explicarse por
la interaccion del grupo hemo de la enzima con el NO y formar un compuesto de coordinacion
(Park y cols. 2018). La actividad de TBARS se aumenta con el hipotiroidismo. Esto se relaciona
con el incremento de ROS presentes en el estrés de la célula B al incrementarse la oxidacion de
los lipidos en pancreas como resultado se genera MDA en el tejido pancreatico. De esta manera,
las enzimas antioxidantes disminuyen su actividad al prevalecer un ambiente adverso en la

célula. (Flores y cols. 2011; Flores y cols. 2016).
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A continuacion se ilustra un modelo hipotético de las acciones de los receptores y

enzimas que interactilan en el pancreas a consecuencia del hipotiroidismo.

Colgsterol $ 3 \ f Lipoperoxidacion

Enzimas
antioxidantes

Gota lipjdica

Ol

|::’/ [ zq

Péncreas mm) Diabetes mellitus 2

Figura 17. Modelo hipotético del pancreas en interaccion con receptores y enzimas.

El pancreas tiene la capacidad de modular la sintesis de colesterol. A través de LDL-R
en la membrana celular el colesterol ingresa al 6rgano donde preceden una serie de reacciones
bioquimicas para la formacion del mevalonato. A partir de acetil coenzima A, la enzima tiolasa
cataliza hacia la formacion de acetoacetil-coenzima A, posteriormente la enzima hidroximetil-
glutaril-coenzima A sintasa cataliza la transformacion de acetoacetil-coenzima A y acetil-
coenzima A para formar el hidroximetilglutaril-coenzima A, esté, a su vez por medio de la
hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa da lugar al mevalonato, el cual, por un proceso de
diversas reacciones de condensacion forman al escualeno. Otra serie de reacciones bioquimicas
enzimaticas transforman finalmente al escualeno en lanosterol. El lanosterol formado por una
parte es un intermediario metabolico por su union al ligando de FXR-B modulando la formacion
de colesterol. La disminucion en la expresion de la CYP51A1 disminuyen la formacion de
oxiesteroles intermediarios que afectan la biosintesis del colesterol de novo en el pancreas.
Ambos procesos convergen en la desregulacion de la sintesis de insulina estimulada por la

glucosa y por los acidos grasos que aumentan los procesos de lipoperoxidacion en el pancreas,

28



particularmente las células B pancreaticas son mas susceptibles al dafio por estrés oxidativo y
modulan rio abajo a la enzima antioxidante catalasa lo que contribuye a desencadenar procesos
inflamatorios. Aunque este proceso no parece afectar la LDH, si asegura la expresion de la 3f3-
HSD formando la pregnenolona que garantiza los procesos reguladores de esteroidogénesis
como mecanismo protector al pancreas durante un tiempo prolongado. En este trabajo se sugiere
que el hipotiroidismo puede deteriorar la funcidon pancredtica por la via descrita y desencadenar
con el transcurso del tiempo el desarrollo de DM. El hipotiroidismo afecta el entorno celular
inhibiendo vias de sefalizacion, activacion de genes, la expresion de receptores y enzimas para

promover células B disfuncionales que favorecen el desarrollo de DM2.
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9. CONCLUSIONES

1.- El hipotiroidismo reduce la expresion de CYP51A1, lo cual se relaciona con los niveles bajos

de colesterol previamente encontrados.

2. A pesar de la reduccion en la sintesis de colesterol, la expresion de 3HSD no cambia por el
hipotiroidismo. Lo anterior sugiere que el poco colesterol que se forma podria ser

convertido en hormonas esteroides garantizando su sintesis.

3. Aunque se desconoce la cantidad de lanosterol formado, dada la reduccion de la CYPS1AL,
podriamos suponer que habria poco lanosterol. Los niveles bajos de lanosterol podrian

estar relacionados con la reduccién en la expresion de FXR en las hembras hipotiroideas.

4. Aunque la LDH es un indicador de inflamacién y, previamente, ya hemos reportado que el
hipotiroidismo induce pancreatitis e insulitis. Las hembras hipotiroideas no mostraron
cambios en la expresion de LDH; sin embargo, desconocemos la actividad de dicha

enzima y la produccion de lactato.

3.- Los niveles de dienos conjugados y TBARS son altos en una condicion de hipotiroidismo,
mientras que la catalasa estd aumentada. Esto podria ser la causa del proceso inflamatorio

ya reportado en el pancreas de hembras hipotiroideas.
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11. GLOSARIO DE TERMINOS

Apoptosis: Forma de muerte celular programada. La apoptosis retira las células durante el
desarrollo, elimina las células infectadas de virus y las potencialmente cancerosas, y
mantiene el equilibrio en el organismo.

Beta-oxidacion: Proceso catabodlico de los acidos grasos en el cual sufren remocion,
mediante la oxidacion, de un par de 4&tomos de carbono sucesivamente en cada ciclo del
proceso, hasta que el 4cido graso se descompone por completo en forma de moléculas acetil-
CoA, que seran posteriormente oxidados en la mitocondria para generar energia quimica en
forma de (ATP).

Esteroidogénesis: Conjunto de reacciones metabdlicas que hacen posible la sintesis de
hormonas esteroideas en un determinado 6rgano o tejido.

Homeostasis: Mecanismos que mantienen constantes las condiciones del medio interno de
un organismo, a pesar de grandes oscilaciones en el medio externo.

Metimazol: Profarmaco del tiamizol que interfiere en la sintesis de las hormonas tiroideas,
sin ejercer efecto sobre la hormona preformada.

Proliferacion: Incremento de la cantidad o el nimero de algo de forma rapida.
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