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RESUMEN

El pancreas es un érgano que realiza multiples funciones metabolicas y homeostéticas.
Dicho 6rgano se compone de células acinares, secretoras de diversas enzimas que son
liberadas al intestino delgado para regular el metabolismo, y células de islote capaces de
sintetizar diferentes hormonas que participan en el control de los niveles de glucosa. Tanto
las células acinares como las de los islotes tienen diversos receptores nucleares como los
receptores de hormonas tiroideas (TRs), el receptor de farnesoides (FXR), el receptor X del
higado (LXR) y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR), los cuales
participan en varios mecanismos celulares, tales como el metabolismo, proliferaciéon y

secrecion del pancreas.

El subtipo y del PPAR ha sido relacionado con el proceso inflamatorio observado en
pacientes con pancreatitis y diabetes. Mientras que el subtipo B participa en la regeneracion
del pancreas, en la funcion endocrina y exocrina de este 6rgano, y en la regulacién del sistema
inmune. Por su parte, los TRs regulan la proliferacion celular, angiogénesis y los procesos
inflamatorios del pancreas. Existe una importante relacion entre las hormonas tiroideas y los
PPAR. Particularmente, TRB compite con PPAR en la unién con el receptor de &acido
retinoico (RXR).

En el presente estudio se analizo el efecto del hipotiroidismo sobre la inmunolocalizacion
de PPARS en el pancreas de la coneja adulta. Para ello se utilizaron conejas controles e
hipotiroideas (10 mg/kg de metimazol por 30 dias. Se extrajeron los pancreas y se procesaron
con la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de PPARP. Encontramos que el
hipotiroidismo disminuy6 la intensidad de la sefial inmunolocalizada de este receptor en
acinos pancreéticos, en islotes grandes y medianos, asi como en las células del sistema
inmune presentes en islotes y acinos. Estos resultados sugieren que los efectos del

hipotiroidismo en el pancreas podrian estar mediados por el PPAR.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del pancreas

El pancreas en el humano es un 6rgano en forma de “J”, suave, lobulada retroperitoneal. Esta
situado transversalmente a través de la pared abdominal posterior, en la parte posterior de las
regiones epigastrica e hipocondrio izquierdo a nivel de la region lumbar de la columna. En
los adultos, el pancreas mide de 15-20 cm de largo, 1-1.5 cm de espesor y pesa
aproximadamente 90-100 g. El principal conducto pancreético se llama conducto de Wirsung
y atraviesa toda la longitud de la glandula. La arteria pancreatico-duodenal superior de la
arteria gastroduodenal y la arteria pancreatico-duodenal inferior de la arteria mesentérica
superior, funciona en el contorno concavo de la segunda parte del duodeno para abastecer a
la cabeza del péncreas (Uma y cols. 2013; figura 1). De acuerdo con sus caracteristicas
anatémicas, el pancreas se puede dividir en 3 partes principales, cabeza, cuerpo y cola, no
hay fronteras claras entre estas partes. Generalmente, la cabeza del pancreas es una pieza en
forma de C-alineado con la curvatura superior del duodeno. El cuerpo estrecho plano del
pancreas se encuentra debajo del estbmago que se extiende casi horizontalmente en el plano
medial. Se cruza con la arteria mesentérica superior y la vena, aorta abdominal, vena cava
inferior y la vena portal. La cola del pancreas toca el hilio del bazo. El pancreas esta rodeado
por una capsula fibrosa de la cual, tabiques de tejido conectivo se extienden en la glandula
dividiendo su parénquima en I6bulos y lobulillos (Jurij y cols. 2015; figura 1). En roedores,
el pancreas es una glandula irregular, difusa y arborescente, que cruza transversalmente la
pared posterior del abdomen. Se encuentra ubicada detras del estbmago, entre el bazo (lado
izquierdo) y del duodeno (lado derecho) se encuentra debajo del higado, por arriba del
duodeno y esta sostenido por tejido adiposo. Se compone en dos porciones: I6bulo derecho

y l6bulo izquierdo (Brewer 2006).

Independientemente de la especie animal, el pancreas es un organo que realiza multiples

funciones metabdlicas y homeostaticas. El tejido exocrino de este 6rgano asciende a 96-99%



de volumen total de pancreas (figura 1). Cada lobulo del pancreas se compone de varios
lobulillos. Su tamafio es proporcional al tamafio del organismo. En humanos, los l6bulos
miden 1-10 mm de didmetro. Cada l6bulo pancreético se compone de estructuras llamadas
acinos. Un acino es un grupo de células piramidales que forman una estructura en forma de
cUpula que canaliza las secreciones de polos apicales de las células acinares en el lumen de
lo que se Ilama un conducto de intercalado. Los conductos intercalares drenan en conductos
intralobulillares (ubicados dentro de los l6bulos) y éstos, al salir de los I6bulos, drenan en
conductos interlobulares de mayor diametro (que se encuentra entre los I6bulos; figura 1). La
principal funcion de los acinos es sintetizar y secretar enzimas en el tracto digestivo (Reichert
y cols. 2011).
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Figura 1. Anatomia e histologia del pancreas humano. Se muestra la ampliacién de una porcion de pancreas
que revela los lobulos e islotes de Langerhans, basado en la formacion del islote la zona de células B que
sintetizan y secretan insulina, células alfa secretan glucagon, células delta y las células PP que secretan
somatostatina y polipéptido pancreatico (modificada de Jurij y cols. 2015).

En su funcion enddcrina, el pancreas juega un rol importante en el control del metabolismo
carbohidratos, lipidos y proteinas por la interaccion de diversas hormonas, que son secretadas
por los islotes pancreéaticos de Langerhans. Estos ocupan el 1-4% restante de volumen total

de pancreas. Los islotes tienen formas circulares e irregulares (Rupnik y cols. 2009),
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contienen células B que constituyen el 60- 80% de las células en los islotes su funcion es
sintetizan y secretan insulina. También contienen células alfa (20-40%) que secretan
glucagon. Dentro de los islotes, se localizan células delta y las células que liberan

somatostatina y polipéptido pancreético, respectivamente (Kim y cols. 2009; figura 1).

1.1.1 Funcién exocrina del pancreas

La funcidn exocrina del pancreas esta dada por las células de los acinos pancreaticos, que
son mas abundantes y tiene una forma redonda u oval con una unica capa de células
epiteliales piramidales. Posee un sistema de conductos excretores que comprende conductos
intercalares que van desde el centro del acino. Este sistema vierte su secrecion en conductos
intralobulillares que comunican a las diferentes conformaciones acinares de un mismo
tabique. Estos Gltimos conductos se comunican con los conductos interlobulillares para verter
su secrecion en los ductos principal Wirsung o en Santorini. El conducto de Wirsung tiene
su origen en la cola del pancreas, atraviesa el cuerpo y sale por la cabeza del mismo 6rgano,
tiene la funcion de recoger el jugo pancreatico y secretarlo por el colédoco. Por su parte, el
conducto de Santorini tiene la misma actividad solo que Unicamente en la porcion de la
cabeza del pancreas (Yule 2010). Las células acinares tienen la funcion de secretar jugo
pancreatico que contiene enzimas que degradan los carbohidratos, lipidos y proteinas de la
dieta. Las diferentes enzimas son: tripsina, quimiotripsina y carboxipeptidasas que degradan
proteinas. Ademas esta la amilasa pancreética que hidroliza los carbohidratos como almidon
o0 glucdgeno, en disacéridos; y la lipasa pancreatica que degrada los triacilglicéridos, &cidos
grasos y glicerol (Hayashi y cols. 2016).

Los factores que regulan las funciones exocrinas del pancreas son diversos. A
continuacion describiremos los factores nerviosos y hormonales. La secrecion de las células
acinares es regulada por estimulos colinérgicos. La acetilcolina al activar a receptores
muscarinicos en el pancreas aumenta la liberacion de enzimas pancreéticas. El agonista de
serotonina (5-HT) estimula la secrecion exocrina del pancreas (Chandra y cols. 2009). La
serotonina y la colecistoquinina (CCK) estimula las vias colinérgicas vagales, la secrecion
exocrina del pancreas (Chandra y cols. 2014). La secrecion de las células acinares esta regula

por hormonas como la CCK que aumenta a la secrecion de enzimas pancreaticas mediante la



activacion de la proteina quinasa C. Por su parte, la secretina aumenta la cantidad de jugo
pancredtico. Los receptores de melatonina estimulan la secrecion de enzimas pancreéticas.
Mientras que la grelina aumenta la secrecion de amilasa (Cleveland y cols. 2012; Satoh y
cols. 2016).

Ademas de los factores ya descritos, la sintesis y secrecion de enzimas pancreaticas
depende de la dieta. En condiciones normales, las principales enzimas pancreaticas acttan
simultaneamente al disminuir el quimo. La amilasa y la lipasa pancreatica disminuyen su
actividad por ausencia de lipidos. Mientras que la ingesta de lipidos estimula la secrecién de
la lipasa pancreatica (Pezzilli y cols. 2013). Asi, los acidos grasos monoinsaturados
mantienen la microestructura del pancreas y la funcion exocrina (Gonzalez y cols. 2015).
Ademas, la ingesta alta y prolongada de acidos grasos conduce a la hipertrigliceridemia y
ocasiona pancreatitis', cancer de pancreas? y la infiltracion de grasa alrededor del pancreas
(Xian y cols. 2003). Por su parte, la ingesta de acidos grasos polinsaturados causa una
elevacion de marcadores de estrés oxidativo® en acinos pancreéticos. La dieta alta en grasas
induce pancreatitis y aumento de la apoptosis de las células acinares. En animales
alimentados con acidos grasos poliinsaturados desarrollan fibrosis en acinos pancreéticos e

infiltracion de macrofagos (Gonzélez y cols. 2015).

1.1.2 Funcién endocrina del pancreas

La funcion endocrina de pancreas esta dada por los islotes de Langerhans que poseen
cuatro tipo de células distintas como las células  que secretan insulina y péptido amiloide,
las células o que secretan glucagdn, las células & que secretan somatostatina y las células
que secretan polipéptido pancreético (PP; Brewer 2006). Las células estan interrelacionadas.
De manera que, la secrecion de un tipo de célula regula de manera paracrina la secrecién de
las células adjuntas. La somatostatina, secretada por las células 6, regula la funcion de las
células a y B afectando la sintesis de glucagon e insulina. Esta accion la lleva a cabo a traveés

de los receptores de somatostatina localizados en las células cercanas. También la insulina

! Ver glosario
2 Ver glosario
3 Ver glosario



regula la secrecion de glucagén por la células a. El glucagén actia sobre el higado para
regular la produccion de glucosa en casos de estrés o hipoglucemia (Taborsky 2010). Los
niveles de glucosa regulan la viabilidad y actividad de todos los tipos de células pancreéaticas
(Wei y cols. 2009). Las células B secretan insulina y polipéptido amiloide, el cual regula la
propia secrecion de la insulina y glucagon. La secrecion de insulina esta regulada por las
concentraciones de glucosa en la sangre, asi como por hormonas y péptidos (Reinhasdt y
cols. 2016).

Los factores que regulan las funciones enddcrinas del pancreas son diversos, como

describiremos a continuacion.

Hormonas secretadas por el islote. Los receptores de secretina estan implicados en la
homeostasis de la glucosa al expresarse en las células B del pancreas (Chandra y cols 2014).
Mientras que las bajas concentraciones de grelina inhiben la apertura de los canales de calcio
lo cual evita la apertura de vesiculas y con ello inhibe la liberacion de insulina (Dezaki y cols.
2008). El péptido similar a glucagén (GLP1) en el pancreas, estimula la secrecién de insulina
mediada por la proteina quinasa activada por adenosin monofosfato (AMP). El glucagén y la
somatostatina inhiben la secrecion de insulina uniéndose a sus receptores especificos

receptores en las células B (Yu y cols. 2007).

Otras hormonas. La hormonas adrenalina y noradrenalina inhiben la secrecion de
insulina uniéndose a receptores adrenérgicos en las células B (Chandra y cols. 2014). La
secrecion de adrenocorticotropina mejora la liberacion de insulina mediante los receptores
de arginina vasopresina (Chandra y cols. 2009). En el pancreas de ratas se ha identificado la
angiotensina tipo 1y el receptor a angiotensina tipo 1, quien tras la unién de su ligando regula
la secrecion de insulina (Keung y cols. 2008). La administracion de testosterona en cultivos
primarios de islotes pancreaticos aumenta la expresion del gen de la insulina y la secrecion
de esta hormona (Morimoto y cols. 2001). El efecto de la progesterona sobre células [
pancreaticas también se ha estudiado in vitro, y se ha encontrado que estimula la proliferacion
de células oy B aumenta la secrecion de insulina y activa la expresion de glucoquinasa (Shao
y cols. 2004). Por su parte, el estradiol aumenta la viabilidad celular, favorece la proliferacion

de células alfa y beta de los islotes y la secrecion de insulina (Nadal y cols. 2004).



Dieta lipidica. La secrecion de insulina también es promovida por acidos grasos libres
insaturados, los cuales en condiciones normales estimulan la sintesis de insulina por la
despolarizacion de las células pancredticas, y de forma cronica la inhiben. Asi, los &cidos
grasos poliinsaturados conservan y mejoran la secrecion de insulina. Estudios en ratas obesas
e hipertensas alimentadas con una dieta alta en carbohidratos han demostrado que la
suplementacion de &cidos grasos esenciales, como el &cido linoleico (ALA), &cido
eicosapentaenoico (EPA) y &cido docosahexaenoico (DHA) durante 8 semanas, mejora la
sensibilidad a la insulina (Bhaswant y cols. 2015). Ademas, la administracion de ALA induce
la secrecion de insulina de las células B a través de un mecanismo mediado por el GLP1
(Bhaswant y cols. 2015). En los islotes aislados de ratas, ALA induce la secrecion de insulina
de manera similar con la glucosa (Bhaswant y cols. 2015). Ademas, niveles elevados en
plasma del &cido 9-Hydroxyoctadecadienoico (9-HODE), 13-hidroxioctadecanoico (13-
HODE) y acido palmitico, en conjunto con altos niveles de glucosa, son indicadores de
lipoperoxidacion. Los efectos citotoxicos de los acidos grasos saturados elevados en la
células B generan altos niveles de peroxido de hidrogeno y una actividad reducida de enzimas
antioxidantes (Gehrmann y cols. 2010). En ratas, la apoptosis de células B fue inducida con
acido palmitico y glucosa generando susceptibilidad de estas células a la glucotoxicidad y al

estrés oxidativo (Gehrmann y cols. 2010; Lopez y cols. 2014; Cohen y cols. 2015).

1.1.3 Diferenciacion y regeneracion del pancreas

El desarrollo del pancreas estd regulado por diversas moléculas y factores de
transcripcion. En el pancreas, los factores de transcripcion se expresan como la caja
pancredtica duodenal (PDX1) y neurogenina (ngn3) figura 2; Edlund 2001; Murtaugh y cols.
2015). Todas las células pancreaticas (tejido endocrino y exocrino) se derivan a partir del
endodermo y células epiteliales (Edlund 2001). Las células embrionarias son diferenciadas
mediante factores de transcripcion como PDX1 y ngn3. Las células endocrinas diferenciadas
se acumulan en los conductos y vasos sanguineos generando los islotes pancreaticos (George
2009). Consisten en las células B, células a, células v y las células productoras de somastatina
(George 2009).



El pancreas adulto conserva una capacidad limitada para generar nuevas células 3, ya que
existen células progenitoras que expresan nestina* en las células de los islotes, conductos
pancreaticos y células a (Wu y cols. 2013). Por su parte, las células o también se pueden
generar a partir de los conductos pancreaticos (Weir y cols. 2001). En condiciones
patoldgicas, la conversion de células a en células B, después de la pérdida extrema de células
By la diferenciacién de células exocrinas a células B ocurre por la participacion de factores
de transcripcion como ngn3 y PDX1 (Wu y cols. 2013). Otros estudios reportan que las
células P se generan a través de la replicacion después de la ligadura parcial del conducto
pancreatico, pero algunas derivan de tejido acinar y el conducto ductal, aparentemente, a
través de ngn3 (Li y cols. 2010; Yuchi y cols. 2015). La regeneracion del pancreas. En
condiciones normales ocurre por mecanismo de reprogramacion donde las células beta
pueden regenerarse por la replicacion de células beta pre-existentes sino también a través de
la conversion de las células exocrinas (Kordowich y cols. 2011). En procesos patoldgicos
como en la pancreatitis, el pancreas activa los mecanismos protectores de las células
epiteliales, tales como la muerte celular y un incremento de la proliferacion para regenerar el
parénquima perdido. Los anteriores mecanismos, si bien pueden tener funcion benéfica al
tratar de regenerar el 6rgano, también producen un incremento en el recambio celular, lo que
favorece la acumulacion de dafios de ADN, provocando un incremento en posibles
mutaciones de algunas células (Jura y cols. 2005). Mientras que en adultos, la regeneracion
del tejido exocrino esta regulada por células acinares, células epiteliales ductales, células
inmunes y fibroblastos. Existen tres mecanismo que regulan la proliferacion del tejido
exocrino del pancreas: en primer lugar, en procesos patolégicos como en la pancreatitis, la
regeneracion del tejido exocrino del pancreas estd mediando por la proliferacion de células
supervivientes acinares (neogenesis). En la pérdida parcial del pancreas (pancreatectomia),
la regeneracion de las células depende de la diferenciacién de las células epiteliales ductales
e células acinares. Después de una lesion del pancreas, la regeneracion del tejido exocrino es

por la metaplasia® de células acinares a ductuales. (Cleveland y cols. 2012).

4Ver glosario
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Figura 2. El desarrollo del pancreas. Las celulas pancreaticas se forman durante la esta embrionaria, proviene
de celulas endodermicas que son diferenciadas por factores de transcripcion como la caja pancreatica duodenal
(PDX1) dando lugar a células progenitoras como exocrino y epitelio ductual posterior la expresion de
neurogenina (ngn3) diferecia en cinco tipos de células de los islotes [a, B, 8, polipéptido pancreatico (PP) y ¢
(grelina) (modificada de Fang y cols. 2015).

1.1.4 Pancreas y células inmunitarias

En el pancreas, el sistema inmune es capaz de iniciar una respuesta patégena, al mismo
tiempo debe proteger al pancreas de agentes infecciosos. Los macréfagos anti-inflamatorios,
Ilamados macrofagos tipo 2 (M2), se encuentran dentro el mesénquima y mejoran el
desarrollo del pancreas. Los neutrofilos son los mas abundantes y se encargan de modular al
sistema inmune. Mientras que los linfocitos T regulan la inflamacion de los islotes
pancreaticos (Mahne y cols. 2015). Los macrofagos secretan quimiocinas como las
interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 y IL-10; los neutrofilos secretan factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y IL-8; y los linfocitos secretan IL-6 y IL-10. Las quimiocinas secretadas por las
células del sistema inmune provocan inflamacion, necrosis y disminucion de factores de

transcripcion para el desarrollo del pancreas como PDX1 (Dygai y cols. 2016). Mientras que
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en los acinos pancreaticos, en procesos patolégicos como pancreatitis, las citocinas
inflamatorias como el TNFa, secretadas por macrofagos, son inductores de la
reprogramacion de la células acinares a células ductales (metaplasia) ocasionado cancer de
pancreas (Liou y cols. 2013). La polarizacion de macréfagos tipo 1 (M1), considerados anti-
inflamatorios, participan en la remodelacion del tejido exocrino en presencia de inflamacion
(Liou y cols. 2015). La infiltracion de neutréfilos en acinos pancreéticos en respuesta a
procesos inflamatorios ocasiona vacuolizacion de las células y necrosis (Frossard y cols.
1999). En repuesta a procesos patoldgicos, como la pancreatitis y cancer de pancreas, los
linfocitos cursan un proceso de apoptosis debido a la expresion del receptor fas (DC9; Pinhu
y cols. 2014).

1.2 Generalidades hormonas tiroideas

Las hormonas tetrayodotironina (T4), triyodotironina (T3) son secretadas por los
tirocitos (rodeado por una sola capa de células foliculares y lleno de material proteico tipo
coloide) que conforman la glandula tiroides que esta situada en la region anterior del cuello.
Se compone de dos l6bulos laterales conectados por un puente de tejido Ilamado istmo
tiroideo. Durante la sintesis de hormonas, los tirocitos realizan funciones especializadas, tales
como captar el yoduro mediante transportadores de yodo soluble, transportarlo desde la
membrana basal hacia la membrana apical de la célula mediante el transportador Na*/I,
donde el yoduro sale al coloide por la proteina pendrina localizada en la membrana apical
del tirocito. Consecuentemente se produce la oxidacion del yodo (debido al peréxido de
hidrégeno) por accidn del enzima especifica denominada tiroperoxidasa (TPO), asi el yoduro
se incorpora a la tiroglobulina mediante la TPO para producir yodotirosinas,
monoyodotirosinas y diyodotirosinas, moléculas que forman a las hormonas tiroideas. Las
hormonas tiroideas, una vez sintetizadas y para que realicen su mecanismo de accion, son
transportadas al torrente sanguineo por proteinas como la globulina fijadora de tiroxina,
transtirrenina y albdmina (Bizhanova y Kopp 2009). La homeostasis de las hormonas
tiroideas ocurre mediante el mecanismo de retroalimentacion del hipotdlamo-adenohipdfisis-
tiroides. El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH), que estimula la
sintesis y secrecion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) en la adenohipofisis. La



TSH asu vez estimula a la glandula tiroides para que sintetice T4 y T3 (Kyriacou y cols.2015;

figura 3).

Las hormonas tiroideas son sintetizadas y metabolizadas con ayuda de las enzimas
desyodasas. La desyodasa tipo 1 (D1) se expresa en el higado, endometrio y rifidn; la D2 en
el tejido adiposo, placenta, sistema nervioso central y endometrio®; y la D3 que es expresada
en la placenta, sistema nervioso central y endometrio. Estas enzimas forman a las hormonas
tiroideas mediante dos vias: la D1 y D2 eliminan un ion yoduro de la posicion 5 del anillo
fenolico de la molécula T4 para formar T3 y la otra via conocida como T3 reversa o0 T3
inactiva, donde la D3 cataliza un ion yoduro de la posicion 3 del anillo tirosil generando
diyodotirosina a partir de la T3. Por su parte la T4 se convierte en la hormona activa T3, por

monodesyodacion de la enzima especifica D3 (Bianco y Kim 2006; Figura 3).

HOOC-G N2 HOOC-T M2 HOOC~§ N2
H

Tetrayodotironina Triyodotironina T3
(T4) (T3) Reversa

Hipofisis

‘ °
Figura 3. Mecanismo de regulacion de la sintesis de hormonas tiroideas. Cuando la T3 y T4 se encuentran
disminuidas, aumenta la secrecion de hormona estimulante de la tiroides o tirotropina (TRH) por parte del
hipotadlamo (a). Esta hormona favorece la secrecion de hormona estimulante de tiroides o tirotropina (TSH)
secretada por hipdfisis anterior (b) estimulando la sintesis de hormonas tiroideas (T3 y T4) producida por la

glandula tiroides (c). Una vez alcanzando los niveles 6ptimos se interrumpe la sefial y se deja de secretar TRH
(modificada de Kyriacou y cols. 2015).
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En la célula, el mecanismo de accion de las hormonas tiroideas depende
principalmente de la unién a sus ligandos nucleares especificos (receptores de hormonas
tiroideas, TRs). Dichas hormonas acttan principalmente a través de sus receptores nucleares
TRa y TRP que se expresan diferencialmente en los tejidos. Las hormonas tiroideas son
introducidas a la célula por accion de sus transportadores (monocarboxilato 8, proteinas
transportadoras de aniones organicos y la proteina G), para posteriormente unirse a sus TRs.
Los TRs unidos como heterodimeros al receptor del &cido retinoico (RXR), activan un
fragmento de ADN donde se inicia la transcripcion o bloqueo de un gen. Este mecanismo es
conocido como activacion del elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) presente en

algunos genes (Brix y cols. 2011; Pascual y Aranda 2012; Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accion de los receptores y transportadores de hormonas tiroideas. Las hormonas T3y
T4 entran a la célula a través de las proteinas transportadoras (monocarboxilato, OATS, integrinas y proteina
G). Dentro de las células, las D1 y D2 convierten la T4 en la forma principal de la hormona tiroidea, T3. Esta
se une a sus TRs que activan la transcripcién mediante la unién con el &cido 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 de la transcripcion del gen (modificada de Brix y
cols. 2011).

11



1.2.1 Hipotiroidismo

Existe dos patologias relacionadas con la inadecuada funcion de la glandula tiroides:
hipertiroidismo e hipotiroidismo. EI déficit de las hormonas tiroideas es conocido como
hipotiroidismo, se define como el resultado de una produccion inadecuada de la hormona
tiroidea o la accién inadecuada de la misma en los tejidos diana. Un nivel elevado de TSH
en suero elevada con niveles bajos de hormonas tiroideas. Estos niveles de hormonas
tiroideas afecta a alrededor del 3% de los hombres y el 8% de las mujeres, respectivamente
(Kyriacou y cols. 2015). Esta patologia ocasiona un metabolismo lento y, por lo tanto, la
manifestacion de sintomas como aumento de peso, fatiga, bocio, depresion, fatiga, piel
reseca, alopecia, esterilidad, falla cardiaca, anemia y dislipidemias (Franklyn 2013).

Las causas del hipotiroidismo son numerosas, entre ellas el consumo disminuido de
yodo, exposicion a radiaciones, anomalias congénitas y presencia de anticuerpos anti-
tiroideos principalmente anti-peroxidasa (TPOab) o anti-tiroglobulina (TGAb) (Takasu y
Yoshimura 2008).

1.2.2 Hormonas tiroideas y sistema inmune

Las hormonas tiroideas son moduladoras de la respuesta inmune tales como quimiotaxis,
fagocitosis, la generacion especies reactivas de oxigeno, citoquinas en monocitos,
macrofagos, leucocitos y linfocito (De vito y cols. 2011). En el hipotiroidismo inducido con
metimazol aumenta la infiltracién de células del sistema inmune en acinos pancreaticos Y,
afecta la funcion de los islotes (Rodriguez- Castelan 2015;A). El efecto del hipotiroidismo,
aumenta la expresion de moléculas proinflamatorias tales como proteina inflamatoria de

macrofagos M1y la interleucina-18 (De vito y cols. 2011).
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1.3 Generalidades del receptor activado por proliferadores de

peroxisomas (PPAR)

Los PPAR comprenden tres isotipos PPARa (NR1C1), B (NUC1, NR1C2) y y (NRIC3)
codificadas por distintos genes, situados en los cromosomas 22, 6, y 3, respectivamente, se
expresa en humanos y mamiferos (Bogacka y cols. 2015). Los PPAR tienen una estructura
de cuatro dominios funcionales. ElI dominio N-terminal independiente de ligando
(transactivacion) (A/B de dominio). EI dominio de unién de ADN (DBD o dominio C). La
region bisagra (dominio D) y el dominio carboxi-terminal o AF-2, que incluye el dominio de
unién al ligando y el dominio de trans-activacion dependiente de ligando (ver figura 5A).
Para ser transcripcionalmente activo, los PPAR necesitan heterodimerizarse con el receptor
del acido 9-cis retinoico (RXR). El heterodimero PPAR-RXR se unen a elementos de
respuesta de proliferadores de peroxisomas (PPRE) situados en las regiones promotoras de
sus genes diana, lo que aumenta la transcripcion de dichos genes de una manera dependiente
de ligando (trans-activacion) (ver figura 5B). En ausencia de ligando, se forma el
heterodimero PPAR-RXR y proteinas co-represoras nucleares, tales como el receptor co-
represor nuclear (NCoR1), el mediador de silenciamiento del &cido retinoico y del receptor
de hormonas tiroideas (SMRT), que bloguean la activacion de la transcripcion secuestrando
el heterodimero promotor (Vazquez y cols. 2016). La union del ligando a PPAR induce un
cambio conformacional que resulta en la disociacion de las proteinas co-represor, de modo
que el heterodimero PPAR-RXR continua y puede unirse a elemento de respuesta de
proliferadores de peroxisoma (PPRE). La regulacién de la transcripcién de genes por los
PPAR se extiende mas alla de su capacidad de trans-activacion de genes especificos de una
manera dependiente del agonista. También los PPAR regulan la expresion genica de forma
independiente de la union a PPRE (Palomer y cols. 2016; VVazquez y cols. 2016).
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Figura 5. Estructura y funcion de los PPARR. (A) Se muestran las estructuras primarias y terciarias de PPAR.
El dominio de unién a ligando (LBD) contiene funciones de trans-activacién, trans-represién, y de
dimerizacion. (B) Se muestran los modos de trans-activacién y trans-represion por el heterodimero PPAR-RXR.
Se muestran los tres mecanismos diferentes de la trans-activacion (modificada de Palomer y cols. 2016).
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Los tres isotipos de PPAR tienen tanto ligandos naturales como sintéticos (Figura 5); para
PPARa incluyen acidos grasos insaturados como leucotrienos, acido hidroxieicosatetranoico
y farmacos hipolipemiantes y sintéticos como fibratos. Los ligandos de PPARB son menos
conocidos pero se han reportado los acidos grasos libres mientras que los ligandos sintéticos
de PPARp son acido tetradeciltioacetico y Cardarine (GW501516) (L-165,041). Para
PPARYy, los ligando son acidos grasos poliinsaturados mientras que los ligandos sintéticos
son rositaglizonas y pioglitazona de la clase de las tiazolidinedionas (Changxue y cols.
2010).
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Figura 6. Estructuras de ligandos sintéticos de PPAR. Las estructuras quimicas de los tres ligandos para los
tres isotipos de PPAR. Los ligando sintéticos de PPARa. leucotrieno (LTB4) &cido hidroxieicosatetraenoico
(8- HETE)  4- cloro- 6- [(2,3- dimetilfenil) amino] - 2- pirimidinil - acido acético (WY 14643) y fenofibrato.
Los ligandos de PPARP: (13-HODE), prostaciclina,  acido tetradeciltioacetico (L-165,041), Cardarine
(GW501516). Los ligandos de PPARy: J2 15-desoxi-Delta-12,14-prostaglandina (15-PGJ2), nitrolinoleate
(LNOy), Troglitazona y Rosiglitazona (modificada Changxue y cols. 2010).
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1.3.1 PPARp y pancreas

El isotipo PPARB se encuentra en el pancreas (Paterniti y cols. 2012). Su activacion
reduce los niveles de amilasa y lipasa, el contenido de agua, disminuye la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias e inhibe la apoptosis, al disminuir la expresion de linfoma
folicular humano células B (BCL-2) proteinas implicadas en la apoptosis. Asi mismo, este
receptor disminuye la expresion del radical 6xido nitrico (NO) y la formacion de nitrotirosina
generado por especies reactivas de oxigeno (Paterniti y cols. 2012). En los islotes, la
activacion del PPARP aumenta la capacidad de oxidacion de acidos grasos en las células f,
aumenta la secrecion de insulina estimulada por glucosa y protege a los islotes contra los
efectos adversos de la exposicion prolongada a acidos grasos (Ravnskjaer y cols. 2009). En
ratas con diabetes mellitus tipo 2 inducida, el PPARp potencia la produccién de GLP-1 vy,
por consiguiente, aumenta la secrecion de insulina y mejora las concentraciones de glucosa
(Daoudi y cols. 2011).

El PPARp protege a las células p pancreaticas de la apoptosis mediante el GLP-1R, en
condiciones lipotdxicas (Huang y cols. 2016; Yang y cols. 2015). La activacion de PPARB
por su ligando GW501516 inhibe la inflamacion y la resistencia a la insulina causada por
acidos grasos saturados (acido palmitico) al bloquear la actividad de unién a ADN de NF-
kB (Coll y cols. 2010). Asi, el PPARJ controla la sefializacion de macréfagos M2 (Vazquez
2016). Este receptor inhiben la expresion génica de citocinas pro-inflamatorias como el
TNF-0 —y (Serrano y cols. 2011; Cavojsky y cols. 2016).

1.3.2 PPARM y sistema inmune

En los macréfagos, PPARR modula la polarizacion de los macréfagos residentes a través de
la cascada de sefalizacion de la citoquina Th2 y reduce la inflamacion. Se ha indicado que
agonistas PPARR reprimen la expresion de genes inflamatorios mediante la liberacion de la
transcripcion co-represor BCL-6 en los macrofagos. Ademas, PPARR ha sido propuesto para
atenuar la sefializacion del receptor de quimioquinas por la induccion de proteinas RGS, que

estan implicadas en la terminacion de la sefial de la proteina G. Sin embargo, los mecanismos

16



que sustentan propiedades anti-inflamatorias de PPARR no han sido completamente

entendidos (Tanaka y cols. 2013).

1.3.3 PPARP y hormonas tiroideas

Existe una importante relacion entre las hormonas tiroideas y PPARP. Tal relacion va en
dos direcciones. Por un lado, la activacion de PPAR regula la sintesis de hormonas tiroideas,
y en sentido opuesto, las hormonas tiroideas regulan a los PPAR (Changxue y cols. 2010).
Asi tenemos que la regulacion reciproca entre PPARB y TRs (Figura 6). PPAR sefalizan a
través del heterodimerizacion con RXR, como ya mencionamos anteriormente, los TR
compiten con PPAR para la union con el heterodimero con RXR para reprimir la actividad
transcripcional de PPARPB (De Lange y cols. 2007; Changxue y cols. 2010). Ademas,
agonistas de PPARP regulan T3 y T4 en circulacion y la union de estas hormonas a sus
receptores (Outi y cols. 2006; Jatwa y cols. 2007). El TRa se une al PPRE, inhibiendo la
union de PPARP a PPRE vy la formacion del heterodimero PPAR-RXR. Ademas, los TRa
estimulan la transactivacion por heterodimeros PPARB-RXR (Hunter y cols. 1996) y el

mecanismo de la competencia por RXR.
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genes diana. (C) La competencia por la asociacion de RXR. Cualquiera de los TR (i) o PPAR (ii) compiten

por la unién a RXR (modificada de Changxue y cols. 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y pancreas

Funcion exocrina. En pacientes con hipotiroidismo se ha observado el desarrollo de
pancreatitis (De sola y cols. 1998). EI hipotiroidismo también disminuye la secrecion de las
enzimas pancredticas (Gullo y cols. 1991). En modelos animales, las hormonas tiroideas
inducen la diferenciacion del pancreas exocrino a células 3 pancredticas (Furuyay cols. 2010;
Kwalik y cols. 2010; Aiello y cols. 2014). En los islotes de Langerhans, las hormonas
tiroideas regulan la proliferacion y supervivencia de las células de los islotes, la sensibilidad
a la insulina y la sintesis de insulina (Vergara y cols. 2006; Falzacappa y cols. 2010; Oda y
cols. 2014). El hipotiroidismo inducido favorece la presencia de adipocitos, aumenta la
cantidad de colageno y proteoglicanos en los septos interlobulares y la infiltracion de células
del sistema inmune en el tejido exocrino del pancreas y son considerados indicadores de
pancreatitis (Rodriguez y cols. 2015). Estudios en ratas han mostrado que el hipotiroidismo
causa edema intertisticial y reduce el nimero y tamafio de los granulos zimégeno (Blanco y
cols. 1991).

Funcién enddcrina. En pacientes con hipotiroidismo hay una mayor prevalencia de
diabetes mellitus tipo 27 (Han y cols. 2015). Sin embargo, la accion de las hormonas tiroideas
en el metabolismo de carbohidratos es contradictoria. Algunos estudios reportan que en
pacientes con hipotiroidismo, los niveles de glucosa e insulina se mantiene normales por lo
cual en metabolismo de carbohidratos no se modifica (Nada 2013). Mientras que otros
estudios reportan que el hipotiroidismo ocasiona un aumento en las concentraciones de
insulina y bajos niveles de glucosa, favoreciendo la aparicion de resistencia a la insulina
(Kapadia y cols. 2012). Otros autores mencionan que el hipotiroidismo se asocia con el
deterioro del metabolismo de la glucosa, y este efecto es acompafiado por la reduccion de las
concentraciones plasmaticas de insulina pero el aumento las concentraciones de glucagdn
(Handisurya y cols. 2008). Otro estudio reporta que el riesgo de hipotiroidismo incrementa

con un mal control de la glucemia, en especial por un aumento de hemoglobina glucosilada

7 Ver glosario
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>9%. También el efecto del hipotiroidismo ocasiona resistencia a la insulina ocasionando un
deterioro en la disposicion de glucosa estimulada por insulina y causa alteraciones en la
translocacion del transportador de glucosa (GLUT 4) (Cho y cols. 2016). Estudios en
animales con hipotiroidismo son igualmente discordantes. Estudios en coneja reportan que
el hipotiroidismo no modifica los niveles de glucosa e insulina (Rodriguez-Castelan y cols.
2015a). Mientras que en ratas zucker, el hipotiroidismo promueve niveles bajos de glucosa e
insulina (Hwang y cols. 2009). Los animales con hiperglucemia inducida mediante
estreptozotocina reportan niveles bajos de hormonas tiroideas y la administracion de un
tratamiento antidiabético eleva los niveles de hormonas tiroideas (Saravanan y Ponmurugan
2012). A pesar de la falta de cambios en los niveles de glucosa, el hipotiroidismo modifica
las caracteristicas de los islotes afectando la proliferacion celular, la vascularizacion y la
infiltracion de células inmunes favoreciendo un proceso de insulitis (Farahani y cols. 2013;
Rodriguez-Castelan y cols. 2015a; 2015b).
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3. JUSTIFICACION

El hipotiroidismo afecta la funcion de diversos epitelios: aumenta el tamafio de las
celulas epiteliales en oviducto, el contenido de glucogeno, colesterol y disminuye a
PPARp, los triglicéridos, aromatasa, y el tamafio de los foliculos en todos los estadios
en ovario, entre otros. En el pancreas, el hipotiroidismo disminuye el area y didmetro
del islote, aumenta la presencia de adipocitos proteoglicanos y la cantidad de colageno
debido a cambios en el metabolismo o funcion de las células (Hwang y cols. 2009;
Ahmed y cols. 2012, Farahani y cols. 2013; Rodriguez- Castelan 2015; B, Rodriguez-
Castelan y cols. en proceso).

En el pancreas, las diversas funciones metabdlicas dependen carbohidratos y lipidos.
Diversos receptores nucleares (FXR, TR, LXR) participan en varios mecanismos
celulares tales como el metabolismo, proliferacion y diferenciacién (Chiara y cols. 2008,
Schittenhelm y cols. 2015). Considerando que existe una estrecha relaciéon entre el
PPAR y las hormonas tiroideas en tejidos metabolicos, pues la activacion PPAR es
modulada por la sefializacion T3 y receptores de hormonas tiroideas (TR) (De Lange y
cols.2007).En el presente estudio, analizamos el efecto del hipotiroidismo en el
contenido de células inmunoreactivas a PPAR en péncreas, especialmente por la poca

informacidn que se tiene sobre esté receptor en este 6rgano.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo disminuye la expresion del PPARP en tejido pancreético de la coneja

adulta.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto del hipotiroidismo en la inmunolocalizacion de PPARS en tejido

pancreatico en conejas adultas.

Objetivos particulares

e Determinar el impacto del hipotiroidismo en la presencia del PPARP en células de

islotes pancreaticos.

® Determinar el impacto del hipotiroidismo en la presencia del PPARp en células

inmunes infiltradas en islotes pancreaticos.

® Determinar el impacto del hipotiroidismo en la presencia del PPARp en células

acinares.

® Determinar el impacto del hipotiroidismo en la presencia del PPARp en células

inmunes infiltradas en los acinos pancreaticos.
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6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas adultas de 9-10 meses de edad de la raza Chinchilla
(Oryctolagus cuniculus), mantenidas en condiciones estandar (16 h / 8 h de luz y oscuridad,
22 + 2 °C) en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (Universidad
Auténoma de Tlaxcala) y alojadas en jaulas individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40
cm), con alimento Purina y agua ad libitum. El grupo control estaba constituido por hembras
nuliparas (n=6) y el experimental por conejas con hipotiroidismo farmacologico (n=6). En

ambos grupos, las conejas fueron sacrificadas a la misma edad de 13 meses.

Induccion de hipotiroidismo. La induccion del hipotiroidismo se llevo a cabo mediante
tratamiento con el farmaco anti-tiroideo metimazol (Sigma), el cual se administré en el agua
de bebida a una concentracion de 0.02% durante treinta dias (Rodriguez-Castelan y cols.
2014). Al término del tratamiento, ambos grupos se pesaron y anestesiaron profundamente

con pentobarbital sodico (i.p. 60mg/kg, Pfizer).

Histologia del pancreas. Despues de la eutanasia con una sobredosis de anestésico, se
extrajo el 16bulo derecho del pancreas, y se fijo con la solucion de Bouin-Duboscq por 12 h.
Se deshidratd con alcoholes en concentracién ascendentes (60-100%), y se incluyd en
parafina. Se realizaron cortes transversalmente de 5 pm con un microtomo y se colocaron 6
cortes por laminilla. Al finalizar los cortes se fijaron con resina y cubrieron con cubreobjetos.

Se escogio de la laminilla un corte, tomando en cuenta que no estuviera roto.

Inmunohistoquimica para PPARP. Una laminilla por region/coneja fue utilizada para
realizar la técnica de inmunohistoquimica, con el método avidina-biotina-peroxidasa (ABC),
donde los cortes, ya hidratados, se incubaron en una solucién buffer de citratos (pH= 6)
durante tres noches. Posteriormente, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario (anti-
PPARB; 1:500; Santa Cruz Biotechnology Inc.) en una cdmara himeda a 4°C durante una
noche. Seguido de ello, los cortes se incubaron con un anticuerpo secundario anti 1gG de
cabra, desarrollado en raton (1:250; Abcam) durante dos horas a temperatura ambiente.
Después, los cortes se lavaron con una solucion de fosfatos (PBS; pH= 7.2) y se incubaron
con el ABC durante 1 h. Después, se realiz6 el revelado con una solucién de
diaminobenzidina (DAB) al 0.05% y H20:2 al 3% en PBS hasta obtener el marcaje de las
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células. Finalmente, se utilizo la tincion de hematoxilina de Mayer para contrastar el marcaje
de los nlcleos inmunoreactivos, se deshidrataron los cortes en alcoholes de concentraciones

ascendentes y se cubrieron con Cytoseal TM 60 y un cubreobjetos.

Cuantificacion de células acinares PPAR positivas. Se realizaron reconstrucciones de
los cortes de pancreas (ver figura 8). Se utilizo una cuadricula de 25x25 cm, se selecciono al
azar uno de cada dos cuadrantes. De los cuadrantes seleccionados, se localizaron los islotes
y se fotografiaron a 100x. Se midieron las areas de los islotes por medio del programa
Axionvision Rel 4.8 con fotografias a 100X mediante el uso del programa Adobe PhotoShop
8.0.1.

Para evaluar la inmunolocalizacion de nucleos positivos se observo cada laminilla con un
microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600) y se tomaron fotografias a 100X de
campos alejados de los vasos centrales y campos cercanos a los vasos centrales, contando la
proporcion de células inmunoreactivas a PPARP (nucleos cafés) vs las células negativas
(nucleos azules), apoyandose posteriormente en el uso del programa Adobe ImageReady CS.
Los valores obtenidos de los diferentes conteos se analizaron mediante una prueba de
ANOVA o U de Mann Whitney, segun sea el caso; usando el programa GB-STAT V.6. El
conteo de células inmunes fue considerando en los mismos campos y se contaron solo

aquellas células presentes en los sinusoides.

Figura 8. Imagen representativa de la reconstruccion del pancreas de conejas pertenecientes al grupo control
(A) e hipotiroideo (B).

24



Cuantificacion de células del islote PPARP positivas. Se utilizdo el programa
Axionvision Rel 4.8 para contabilizar las células dentro de los islotes marcadas como células
positivas (color café). Para ello, se tomaron fotos a 100x de los islotes considerando 8 campos
al azar por coneja, utilizando una cuadricula 4 x 4 cm. Para el ajuste de células, se
normalizaron considerando la clasificacion del tamafio de islote, se clasificaron en tres
grupos: pequefios (<4000um?), medianos (4000-7000um?) y grandes (> 7000 um?) y se
considero el porcentaje total de células inmunoreactivas positivas y se promedi6 el porcentaje
de células positivas. En este conteo no se consideraron las células inmunes. Para el conteo de

células inmunes, solo se consideraron aquellas que se encontraban en la matriz extracelular.

Los valores obtenidos de las diferentes variables estudiadas se analizaron mediante las
pruebas estadisticas t student en el caso de acinos. Diferencias entre grupos derivadas del
tamanio de los islotes fueron analizadas con una ANOVA de dos vias y las interacciones por
medio de una prueba de Newman. Para todas las pruebas se usé el programa GB-STAT V
6.0 y el Graph Pad Prisma v5. Se consider6 un valor de P<0.05 como significativo
estadisticamente. Los valores son los promedios del porcentaje de células positivas con error

estandar.
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7. RESULTADOS

7.1 Inmunoreactividad de PPARP en células acinares

La inmunoreactividad de PPARp fue detectada en células de acinos. (Figuras 9A-B). En
comparacion con el grupo control, los acinos del grupo hipotiroideo tuvieron un menor

namero de nacleos inmunoreactivos a PPAR (figuras 9 B-C).

La inmunoreactividad de PPARP fue detectada en células inmunes presentes entre los
acinos (figuras 9A-C). En comparacion con el grupo control, el grupo hipotiroideo tuvo

menor numero de nucleos inmunoreactivos PPAR (figura 9D).

7.2 Inmunoreactividad de PPAR en células de islotes

La inmunoreactividad de PPARP fue detectada en todos los tamanos de los islotes
(alrededor de 20 islotes por animal) (figuras 11A-F). En comparacion con el grupo control,
los islotes del grupo hipotiroideo tuvieron un menor nimero de nucleos inmunoreactivos
dentro del islote (Figura 11G). De acuerdo con el tamafio del islote, en el grupo hipotiroideo
se observd un menor nimero de ndcleos en los islotes grandes y medianos (figura 11H). No

se encontraron diferencias en los islotes chicos.

La inmunoreactividad de PPARP fue detectada en las células inmunes de los islotes
(figuras 12A-F). Los islotes grandes mostraron mas infiltracion de células inmunes que los
islotes pequefios. Este patron fue observado tanto en los islotes de animales controles como
hipotiroideos (Figura 12G). Sin embargo, los islotes de animales hipotiroideos tuvieron
mayor infiltracion de células inmunes que los controles del mismo tamarfio (Figura 12G). En
comparacion con el grupo control, el grupo hipotiroideo tuvo un menor numero de nucleos
inmunoreactivos a PPAR (figura 12H). La comparacion por tamafos de islotes mostro que
el porcentaje de células inmunes positivas a PPARP fue menor en los islotes de todos los

tamarios de animales hipotiroideos vs. Controles (figura 12H]1).
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Figura 9. Inmunomarcaje de PPARP en los acinos pancreaticos correspondiente al grupo de conejas control e
hipotiroideo. Las flechas negras indican los ndcleos inmunoreactivos (color café) y no inmunoreactivos (color
azul). En la gréfica se indica el porcentaje de nicleos inmunoreactivos para PPAR en los acinos. *** p<0.001.
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Figura 10. Inmunomarcaje de PPARR en células inmunes interacinares de conejas controles e hipotiroideas (A-
C). Las flechas cafés indican los nicleos inmunoreactivos (color café) y no inmunoreactivos (color azul). La
gréfica indica el porcentaje de nlcleos inmunoreactivos de células inmune para PPARP en los acinos (D).
**

p<0.01.
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células de islotes (G-H). Las letras mayusculas indican islotes controles y letras minusculas indican islotes
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Figura 12. Inmunomarcaje del PPARP de células inmunes en islotes de Langerhans grandes, medianos y
pequefios de conejas controles e hipotiroideas (A-F). Las flechas negras indican los ndcleos inmunoreactivos
(color café) e inmunoreactivos de células inmunes (color azul). Las gréficas indican el porcentaje de ndcleos
inmunoreactivos para PPARP en células inmune dentro de los islotes (G-H). Las letras mayusculas indican
islotes controles y letras mindsculas indican islotes hipotiroideos. Las diferentes letras indican diferencia
estadistica entre islotes por tamafio. **p<0.01 y *** p<0.001; NS, no significativo.
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8. DISCUSION

8.1 Presencia de PPARP en células pancreaticas

Encontramos que el PPARP, en ratas se expresa en células endocrinas y exocrinas del
pancreas, Esto coincide con reportes previos (Paterniti y cols. 2012; Braissan y cols. 1996).
Sin embargo se demostro que el PPARS se expresa en células inmune en este érgano, lo cual
es un punto innovador y la importancia que tiene nuestro trabajo, ya que a pesar de su relacion
con dichas células (Huang y cols. 2016), no habia sido reportada la presencia de PPARP en

células inmune presentes en islotes y acinos pancreaticos.

8.2 Efecto del hipotiroidismo en células acinares

En nuestros resultados se observo una disminucién de la inmunoreactividad de PPAR en
los acinos pancreaticos (células acinares y células inmunitarias interacinares) del grupo
hipotiroideo comparado con el control. Estos resultados podria ayudar a entender el efecto
del hipotiroidismo sobre el aumento de la presencia de adipocitos, la fibrosis, el edema, y los
focos de infiltracion de células inmunes observado previamente (Rodriguez y cols. 2015). Ya
que se sabe que el PPARJ participa en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en muchos
tejidos (Giordano y cols. 2015). En el pancreas, el PPARP aumenta la expresion de genes
implicados en la oxidacion de los &cidos grasos y reduce la acumulacion de diacilgliceridos
y triglicéridos (Wan y cols. 2010). También el PPARP regula enzimas como la carnitina
palmitoiltransferasa 1 y la piruvato deshidrogenasa quinasa, las cuales regulan la oxidacion
de &cidos grasos (Wan y cols. 2010). De manera que la menor expresion de PPARP se

favoreceria la acumulacion de grasa.

Estos hallazgos apoyan la propuesta de que el hipotiroidismo se relaciona con pancreatitis.
Ya que en la pancreatitis hay un reclutamiento de células inflamatorias, tales como
neutréfilos y macrofagos (Makhija y Kingsnorth 2002). El reclutamiento y activacion de
diversas células inflamatorias provocan la muerte de las células acinares. También se elevan

varios mediadores pro-inflamatorios, como el TNF-a ¢ interleucinas (IL1, IL-2, IL-6)
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(Makhija y Kingsnorth 2002). Mas estudios son necesarios para confirmar cambios en el

pancreas

8.3 Efecto del hipotiroidismo en células de los islotes

La inmunoreactividad de PPARP fue menor en células de los islotes grandes y medianos
del grupo hipotiroideo, pero no en los pequefios. Esto podria ayudar a entender porque los
islotes pequefios son menos susceptible al dafio provocado por el hipotiroidismo, como ya
previamente describid nuestro grupo de trabajo (Rodriguez y cols. 2015a, b). En animales
hipotiroideos, los islotes pequefios mantienen su tasa de proliferacion y un namero de células
y vasos sanguineos constante, a diferencia de los islotes medianos y grandes. A este respecto,
el PPARP regula procesos de angiogénesis (Khazaei y cols. 2012), proliferacion celular
(Giordano y cols. 2015) y secrecion de insulina (Giordano y cols. 2015). En apoyo a nuestros
resultados, la delecion del gen de PPAR aumenta del nimero de islotes y la secrecion de
insulina (lglesias y cols. 2012). La activacion de PPAR aumenta la produccion de GLP-1,

preservando la morfologia y funcién de las células B pancreéaticas (Daoudi y cols. 2011).

También encontramos que los islotes grandes de los animales hipotiroideos muestran una
mayor infiltracion de células inmunes, confirmando lo ya previamente descrito por
(Rodriguez y cols. 2015b). Sin embargo, en los islotes de los 3 diferentes tamafios, el
porcentaje de células inmunes positivas a PPAR fue menor en los animales hipotiroideos.
Esto confirma el proceso de insulitis previamente propuesto (Rodriguez y cols. 2015b). A
este respecto, el PPARP participa en la proteccion del pancreas al inhibir los procesos
inflamatorios, aumentando la expresion de macréfagos tipo dos (M2) considerados anti-
inflamatorios (Minamiyama y cols. 2010). De manera que una menor inmunoreactividad del
PPAR podria disminuir la presencia de M2 y aumentar la infiltracion de células inmunes
consideradas pro-inflamatorias. Ademas, la menor inmunoreactividad de PPARP podria
asociarse con procesos inflamatorios ocasionando una disminucion de 6xido nitrico, lo cual
generaria dos condiciones, por un lado promoveria la presencia de angiogénesis y el aumento
de las especies reactivas de oxigeno y, por consiguiente, disminuiria las enzimas
antioxidantes como la catalasa, su peréxido dismutasa y glutation peroxidasa (Khazaei y cols.
2012).
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Los cambios previamente reportados (Rodriguez y cols. 2015a, b) y los ahora presentados,
podrian ayudar a entender la relacion existente entre hipotiroidismo y el desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2. En esta patologia ocurre un proceso inflamatorio que se caracteriza
por la acumulacion en la infiltracion de células inmune (macrofagos y leucocitos), citoquinas,
células apoptoticas, depositos de amiloide y fibrosis (Ehsesy cols. 2008). El proceso
inflamatorio ocasiona la resistencia periférica a la insulina, alteracion en la secrecion de
insulina y reduccidn de la masa de células . Los mecanismos que subyacen a la insuficiencia
de las células B incluyen glucotoxicidad®, lipotoxicidad®, estrés del reticulo endoplasmatico

y estrés oxidativol® (Tharaheswari y cols. 2014).

8.4 Regulacion de PPARP por hormonas tiroideas

Nuestros resultados confirman la estrecha relacion existente entre hormonas tiroideas y el
PPARJ. De acuerdo con lo observado, el hipotiroidismo reduce la expresion de este receptor
en células acinares, del islote e inmunes. De manera que podemos apreciar que dicho receptor
es regulado a la alta por las hormonas tiroideas. Esto confirma lo previamente propuesto, la
relacion entre hormonas tiroideas y el PPARB va en dos direcciones. Por un lado, la
activacion de los PPARR regula la sintesis de hormonas tiroideas, y en sentido opuesto, las
hormonas tiroideas regulan a los PPAR. Asi tenemos la regulacion reciproca entre PPAR

y TRs (Changxue y cols. 2010).

8 Ver glosario
% Ver glosario
10 ver glosario
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9. CONCLUSIONES

El hipotiroidismo reduce la expresion de PPARP en islotes y acinos del pancreas, el
cual podria estar relacionado con cambios en la actividad metabolica y secretora tanto
en islotes y acinos pancreéaticos asi como la funcion y sefializacion que las moléculas

ejercen.
El hipotiroidismo reduce la expresion de PPARP y aumenta el numero de células

inmune tanto en islotes y acinos pancreaticos, el cual podria estar relacionado con

procesos inflamatorios.
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10. PERSPECTIVAS

El hipotiroidismo ocasiona una menor expresion de PPARJ en acinos podria afectar
la secrecion de enzimas pancreaticas pues la activacion de PPARJ reduce los niveles
de amilasa y lipasa. Debido a ello creemos que es importante un estudio especifico
para evaluar las enzimas pancredticas que se encuentran asociadas a la homeostasis

de los metabolismos de lipidos e intervienen en los procesos de digestivos.

Si bien reportamos que el hipotiroidismo favorece una mayor infiltracion de células
inmunes, el porcentaje de células inmunes positivas a PPARP fue menor en los
animales hipotiroideos por lo que creemos que un andlisis de indicadores de la
clasificacion y numero de células inmune (macrofagos). Estas células inmune se
encuentran asociadas a procesos inflamatorios lo que con lleva a estrés oxidativo. Por
ello consideramos un andlisis del estrés oxidativo (TBARS) y el sistema antioxidante

como superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa.
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10.

12. GLOSARIO

Pancreatitis. La pancreatitis es una enfermedad caracterizada por un proceso
inflamatorio agudo del pancreas que con frecuencia implica tejidos peri-pancreéaticos.
Aunque el abuso del alcohol, la presencia de célculos biliares y un aumento en los
triglicéridos son la causa del 70-80% de los casos de pancreatitis aguda, los
mecanismos exactos por los que éstos factores inician la pancreatitis aguda son
actualmente desconocidos (Pandol y cols. 2007). Otras causas metabolicas de
pancreatitis incluyen hipercalcemia y aminoacidurias.

Céancer de péancreas. Es una enfermedad en la que se forman células malignas
(cancerosas) en los tejidos del pancreas.

Estrés oxidativo. Es causado por un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema biolégico de decodificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

Lipdgenesis. Es la reaccion bioquimica por la cual son sintetizados los acidos grasos y
esterificados o unidos con el glicerol para formar triglicéridos o grasas de reserva.
Nestina. Marcador de proliferacion.

Glucotoxicidad. Mecanismo por el cual la hiperglucemia, puede dafar la funcion de
la célula beta del pancreas, empeorando su capacidad secretora

Lipotoxicidad. hace referencia a los efectos deletéreos del exceso de los &cidos grasos, y la
acumulacion de la grasa ectdpica que provocan muerte celular o disfuncion organica. Al
existir una gran cantidad de &cido grasos disponibles, y si los requerimientos celulares no
precisan de ellos, entonces se produce una B-oxidacion compensatoria, para mantener el

equilibrio dentro de la célula.

Amiloide. Sustancias que tienen en comun estar constituidas por proteina fibrilar b-
plegada.

Fibrosis. Formacion patologica de tejido fibroso en un 6rgano del cuerpo.
Macrofagos. Son células del sistema inmunitario que se localizan en los tejidos.
Proceden de células precursoras de la médula ésea que se dividen dando monocitos,

que tras atravesar las paredes de los capilares y penetrar en el tejido conjuntivo se
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11.

12.

13.

14.
15.

16.

convierten en macrdfago, Tienen funciones homeostaticas que incluyen reparacion,
modelacién y angiogénesis de los tejidos y proveen proteccion al poner en marcha
mecanismos inmunes innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunes especificas
a través del procesamiento y presentacion antigénicos, la expresion de moléculas
coestimulatorias y la produccion de citocina

Antioxidantes. Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas.

Apoptosis. Es una destruccion o muerte celular programada o provocada por el mismo
organismo, con el fin de autocontrolar su desarrollo y crecimiento, esta
desencadenada por sefiales celulares controladas genéticamente.

Triglicéridos. Son un tipo de lipidos formados por una molécula de glicerol
esterificado con tres acidos grasos, que suelen ser distintos. Son el lipido mas comdn
y se almacenan principalmente en forma de una gran gota ocupando todo el
citoplasma del adipocito.

Aminoacidurias. Es una cantidad anormal de aminoacidos en la orina.

Homeostasis. Es el equilibrio interno estable compensando los cambios en su entorno
mediante el intercambio regulado de materia y energia con el exterior.

Endometrio. Membrana mucosa que recubre la cavidad del Gtero.
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