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RESUMEN

En humanos, la Diabetes Mellitus Tipo II y el hipotiroidismo estan relacionadas. En
modelos animales adultos, los efectos del hipotiroidismo sobre los niveles de glucosa e
insulina son contradictorios y su impacto sobre la morfometria en los islotes
pancredticos ha sido escasamente estudiado. Se han localizado la presencia de
receptores de hormona tiroidea (TRs) a y B en células de los islotes, pero la presencia
del receptor de tirotropina (TSHR) es desconocida. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto del hipotiroidismo sobre las concentraciones de glucosa e
insulina, la morfometria de los islotes y la inmunoreactividad de TRs y TSHR. Se
utilizaron conejas chinchilla adultas: control (n=6) e hipotiroideas (n=6; 0.02% de
metimazol por 30 dias), a las que se les midio la glucosa e insulina séricas, densidad de
islotes, area transversal de los islotes, nimero de células por islote, porcentaje de
proliferacion y de inmunoreactividad a TRal-2, TR Bl y TSHR de las células de los
islotes. Los islotes fueron arbitrariamente clasificados en grandes, medianos y chicos.
Los datos fueron analizados con una U de Mann Whitney, ¢ de Student y ANOVA de
dos vias. La concentracion de glucosa e insulina, la densidad de islotes, el area
transversal y el nimero de células por islote fueron similares entre los grupos. El
hipotiroidismo disminuy6 el nimero de células en los islotes grandes y medianos, pero
no en los islotes chicos. La proliferacion celular fue mayor en los islotes chicos. La
inmunoreactividad de TRal-2, TR B1 y TSHR fue incrementada por el hipotiroidismo
en todos los islotes. El hipotiroidismo afecta diferencialmente a las células de los
islotes dependiendo el tamafio de los islotes, lo cual podria relacionarse con una

funcién especifica de los islotes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabolicos caracterizados por
hiperglicemia, que son resultados de la baja produccion de insulina o de la deficiencia de sus
mecanismos de accion (Asociacion Americana de la Diabetes 2010). La DM se ha clasificado
en diversos tipos: tipo 1 (insulino-dependiente), que aparece en la nifiez y por la cual los
pacientes requieren inyectarse insulina; tipo 2, con una aparicidon mas tardia y cuyo
tratamiento consta de medicamentos que inhiben la formaciéon de glucosa a partir de
aminoacidos (gluconeogénesis) o la degradacion del glucdgeno; gestacional que aparece
durante el embarazo y que puede tener como resultado productos macrosomicos (Robinson y
cols. 2011); y el tipo MODY, que puede aparecer desde la nifiez o en la juventud y que es
causada por alteraciones genéticas (Giuffrida y Reis 2005).

Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2000, indicaron que la
prevalencia de DM del tipo II (DMII) es similar entre hombres y mujeres jovenes. Sin
embargo, es mas comun en mujeres después de los 55 afios. En México, de acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, la prevalencia DMII es también
mayor en mujeres que en hombres después de los 55 afios, y aumenta con la edad (Olaiz y
cols. 2006). Lo anterior se relaciona con la presencia de estrdgenos y progesterona que actiian
como protectores de las células B, respectivamente, en las mujeres jovenes, y dicha proteccion
se pierde después de la menopausia (Morimoto y cols. 2010).

Algunas complicaciones derivadas de la DMII comprenden retinopatia con pérdida de
la visién, falla renal, y neuropatia. Esta ultima puede ser periférica causando ulceras en los
pies (pie diabético), y autondémica con disfunciones gastrointestinales, urinarias y sexuales.
Los pacientes con DMII tienen anormalidades en el metabolismo de lipidos, por lo cual tienen
mayor incidencia a padecer ateroesclerosis, hipertension y enfermedades cerebro-vasculares
(Asociacion Americana de la Diabetes 2010).

La secrecidon de insulina es esencial para el desarrollo de la DMII. Tal hormona es
sintetizada y secretada por las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas

(Katsumichi y Pour 2007; Yule 2010, ver anexo 1). Asi, la DMII es considerada como una



disfuncidn en las células B, que incluye un incremento en el tamafio del islote y una pérdida de
la masa de la célula, con lo cual la secrecion de insulina disminuye (Marchetti y cols. 2008).
En pacientes con DM (tanto I como II), las c€lulas beta y las células PP disminuyen por un
aumento en la apoptosis (Tomita 2011); mientras que, las células a y delta aumentan
(Katsumichi y Pour 2007).

Tales modificaciones en la histologia del pancreas relacionada con la DM han sido
estudiadas en animales de laboratorio. Asi, en ratones con hiperglucemia farmacoldgicamente
inducida muestran apoptosis de las células pancredticas, asi como disminucién o nula
proliferacion de las células beta (Nir y cols. 2007). Aunque, al inicio de la enfermedad, la
hiperglicemia impulsa un aumento temporal de la masa de células del islote; posteriormente el
numero de células B disminuye, disminuyendo la secrecidon de insulina (Cubillos y cols. 2008).
Por el contrario, las células a y delta aumentan su proliferacion y su secrecion (Levine e Itkin-
Ansari 2008). Ademas, células del islote pierden la membrana y el ntcleo (Zhang y cols.
2012). También el namero de islotes disminuye a pesar del aumento en la proliferacidon de las
células de los ductos (Cubillos y cols. 2008). De manera, que aun es controversial si la
diabetes es consecuencia de la muerte de células productoras de insulina, la sobrevivencia de

las células productoras de glucagon o la acumulacion del péptido amiloide.f3

1.1.1 Factores relacionados con la DM
Los cambios en la histologia del pancreas en relacidon a la DM ya mencionados pueden
ser favorecidos por diversos factores como son edad, dieta, genes y diversas hormonas.

Edad. Las células pancredticas se forman durante la etapa embrionaria, provienen de
células endodérmicas que son diferenciadas gracias a factores de transcripcion como la familia
de los factores nucleares del hepatocito (HNF), la caja pancreatica y duodenal 1 (Pdx1), el
neuropéptido D (NeuroD) y la neurogenina (ngn3), siendo estos ultimos los que determinan si
son células acinares, ductales o de los islotes de Langerhans. Durante los primeros tres afios de
vida, el Pdx1 replica las células en los islotes de Langerhans, aumentando su nimero y masa.
Posteriormente, el numero de células permanece constante por regeneracion regulada por

Pdx1, ngn3, neuro D, INS-1 y FOXA (Zaret y Grompe 2008). En el adulto, las células  y



ductales proliferan por medio de: a) replicacion de células preexistentes por accion de la ngn3
(Xiao y cols. 2013), b) aumento de glucosa por accion de INS-1, Foxal, Foxa2 y ciclina D2
(Metukuri y cols. 2012), y ¢) reprogramacion de células ductales, acinares y o a c€lulas f.
(Kordowich y cols. 2010). Aunado a la activacion de genes y factores de transcripcion, la
hormona del crecimiento (hGH) participa activando la proliferacién en el pancreas, por tal
motivo conforme el organismo envejece, disminuye la proliferacion de las células del pancreas
(Parnaud y cols. 2008). Por ello, la prevalencia de DM aumenta con la edad, como fue descrito
anteriormente.

Dieta. En animales de laboratorio, dietas altas en sacarosa, disminuyen el volumen de los
islotes, el numero de células por islote y el tamafio y el nimero de la célula B (Del Zotto y
cols. 1999). De igual manera, dietas altas en sacarosa por tiempos prolongados disminuyen la
actividad de la glucoquinasa' e incrementan la expresién de PPARS® (Ferreira y cols. 2010).
Por otro lado, dietas altas en lipidos, elevan los lipidos en sangre (colesterol y triglicéridos) y
promueven intolerancia a la insulina (Srinivasan y cols. 2005). Ademas, se ha reportado que la
disminucidn de vitaminas y minerales, como la vitamina D y el calcio, podrian aumentar la
glicemia y, con ello, aumentar el riesgo a padecer DMII (Pittas y cols. 2007). Por lo que la
dieta y los estilos de vida pueden ser un factor determinante para desarrollar DMII, razén por
la que muchos pacientes diabéticos padecen también obesidad (Ramarao y Kaul 1999)

Genes. Mutaciones en el cromosoma 12 inactivan a los genes de glucoquinasa, HNF1a,
HNF4o® e IPF1% relacionandose con una disminucién de la secrecién de insulina y la
proliferacion de células en los islotes. Dichas fallas, promueven la presencia de DMII a
temprana edad. A este grupo de diabetes se les ha denominado diabetes MODY (Hattersley
1998). El sindrome de Rabson-Mendenhall’ y el sindrome de Donohue® promueven una
mutacion en el receptor de insulina, con lo que también presentan DMII (Asociacion

Americana de Diabetes 2010).

1 .
Ver glosario
2 .
Ver glosario.
3 .
Ver glosario
4 .
Ver glosario
5 .
Ver glosario
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Ver glosario



Hormonas gonadales. El estradiol regula la transcripcion de algunos genes como el de
glucoquinasa, induciendo la secrecion de insulina. La ausencia de estrégenos incrementa la
concentracion plasmatica de glucosa, pues disminuye la secrecion de insulina y aumenta el
glucagon (Morimoto y cols. 2010). Tales acciones estan dadas por receptores de estrogenos de
tipo o (ERa) que protegen a las células B de apoptosis por estrés oxidativo y promueven
sintesis de insulina (Le May y cols. 2006). Asi mismo, se ha observado que ratas
ovariectomizadas con suplementacion de estradiol muestran una menor apoptosis en células 3
(Louet y cols. 2004). La administracion de estradiol también aumenta la secrecion de insulina
en ratas con hiperglucemia inducida con estreptozotocina (Le May y cols. 2006). El efecto del
estradiol sobre la histologia del pancreas también se ha estudiado in vitro, y se ha encontrado
que aumenta la viabilidad celular, favorece la proliferacién de células de los islotes y activa al
factor de transcripcion CREB’ (Nadal y cols. 2004).

Hormonas tiroideas. Las hormonas tiroideas se han relacionado con la presencia de DM.
En estudios longitudinales en humanos, un incremento de tirotropina (TSH) en un plazo de
seis afios conlleva a DMII (Warren y cols. 2004). Las hormonas tiroideas regulan genes que
participan en procesos como la glucdlisis, gluconeogénesis y sefializacion de la insulina. Estos
genes son glucosa 6 fosfatasa, proteina cinasa B (Akt2), ChREBP, piruvato carboxilasa y
GLUT2 (Wang 2013). Por otra parte, fallas en el gen de la desyodasa tipo 2 (D2) aumenta el
riesgo de padecer DMII (Medina y cols. 2011). Més informacidon sobre la relacion entre

hormonas tiroideas y diabetes es mostrada en la seccion de antecedentes.

1.2. Hormonas tiroideas y sus receptores
La glandula tiroides esta situada en la parte media del cuello, a ambos lados de la

laringe inferior y por arriba de la trdquea. Estd compuesta por dos lobulos (derecho e
izquierdo), los cuales estdn unidos por un istmo transversal que se encuentra delante de la
traquea. Esta glandula se compone de células foliculares que secretan tetrayodotironina (T4),
que es el producto de secrecion principal y funciona como prohormona, y la triiodotironina

(T3), Ia forma bioldgicamente mas activa (Song y cols. 2011).

7 .
Ver glosario.



Las hormonas tiroideas pueden ser secretadas por exocitosis, y posteriormente
transportadas en la sangre unidas a proteinas plasmaticas como globulina transportadora de
tiroxina, albimina y transtirrenina (Brent 2012). La sintesis de hormonas tiroideas es regulada
por las hormonas TSH y la hormona liberadora de tirotropina (TRH; secretada por el
hipotalamo) en un mecanismo de retroalimentacion negativa (Fig. 1). Asi, niveles altos de
hormonas tiroideas disminuyen la secrecion de TSH y TRH; mientras que niveles bajos la
inducen (Pascual y Aranda 2013).

Las hormonas tiroideas participan en diversos procesos fisiologicos, como son: a) la
maduracion del sistema nervioso central y crecimiento, b) el metabolismo de hidratos de
carbono, lipidos y proteinas, y c) el desarrollo de huesos, higado, pulmones, rifiones, corazén y
musculo (Pascual y Aranda 2013), asi como en procesos de proliferacion celular en diversos
tejidos como el higado y transcripcidon de genes (Gnocchi y cols. 2012). Las acciones de las
hormonas tiroideas en el metabolismo de carbohidratos seran descritas en la seccion de los
antecedentes.

Las acciones de las hormonas tiroideas son llevadas a cabo en las células que presentan
receptores nucleares para estas hormonas (TRs). Existen dos tipos de TRs: TRa y TR, siendo
el a el que tiene mas afinidad por la T3. Del gen TRa existen diferentes isoformas incluyendo
TRal, TRAal, TRo2, TRAa2 y TRa3, sus funciones son diversas relacionadas con
metabolismo y con activacion o represion de genes diana; mientras que del gen TRp estan las
isoformas TRB1 TRB2 TRP3 y TRPA3 (Cheng y cols. 2010), las cuales cumplen funciones de
proliferacion en tejidos como el higado y el pancreas, asi como en la activacion de complejos
de mitégenos activados por proteinas quinasa (MAPK) (Columbano y cols. 2006). Los TRs se
regulan, de acuerdo al tejido en donde se encuentren, pueden ser regulados positivamente o
negativamente por las propias hormonas tiroideas (Pascual y Aranda 2013). Ademas de los
TRs, las hormonas tiroideas pueden unirse a receptores localizados en la membrana
plasmatica, citoplasma y mitocondrias. La uniéon de la hormona a este tipo de receptores
promueve cascadas de sefializacion, que finalizan en la modulacién de iones sodio, calcio,
potasio, transporte de glucosa, regulacion del metabolismo de fosfolipidos y proliferacion

celular entre otras acciones (Pascual y Aranda 2013).



1.2.1 Hipotiroidismo
Los niveles sanguineos de las hormonas tiroideas pueden ser afectados por diversos

factores, entre los que tenemos una dieta baja en yodo, la presencia de tumores en la glandula
tiroides, la presencia de anticuerpos que bloquean la sintesis de hormonas tiroideas y
malformaciones de la glandula. Existen dos patologias relacionadas con la inadecuada funcion
de la glandula tiroides: hipertiroidismo e hipotiroidismo. Sin embargo es el hipotiroidismo es
el que tiene un mayor impacto en la salud. Asi, el hipotiroidismo es una patologia
caracterizada por la disminucion de las hormonas tiroideas y un aumento de la TSH que
ocasionan un metabolismo lento y, por lo tanto, la manifestacion de sintomas como aumento
de peso, decaimiento, depresion, cabello quebradizo, fatiga, piel reseca, ciclos menstruales
irregulares en mujeres y sindrome de ovario poliquistico®, problemas de infertilidad,
dislipidemias’ y DMII (Vanderpump 2011). Ademas, se le ha dividido en dos etapas, el
hipotiroidismo subclinico, donde Unicamente hay un aumento de TSH, y el hipotiroidismo
clinico donde aumenta la TSH y disminuyen las hormonas tiroideas (Chubb y cols. 2005).

Las causas del hipotiroidismo son diversas, entre ellas el consumo disminuido de yodo en
la dieta, la exposicion a radiacion o a compuestos organoclorados'®, anomalias congénitas y, la
causa mas comun, la presencia de anticuerpos anti-tiroideos principalmente anti-peroxidasa
(TPOAD) o anti-tiroglobulina (TGAb) (Takasu y Yoshimura 2008). El hipotiroidismo esta
presente en la poblacion en un 7%, siendo 10 veces mas frecuente en mujeres que en hombres,
aumentando con la edad. Particularmente, el hipotiroidismo se ha relacionado con la presencia

de DM (Vanderpump 2011).

8 Ver en glosario
? Ver en glosario.
% Ver en glosario.
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Figura 1. A. Mecanismo de regulacion de la sintesis de hormonas tiroideas. Cuando la T3 y T4 se encuentran disminuidas,
aumenta la secrecion de hormona liberadora de tirotropina (TRH) por parte del hipotdlamo. Esta hormona favorece la
secrecion de hormona estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH) secretada por la hipofisis anterior, para que estimule la
sintesis de hormona tiroidea (T3 y T4). Una vez alcanzados los niveles dptimos se interrumpe la sefial y se deja de secretar
TRH. B. Principales hormonas tiroideas T4 y T3 (Modificado de Brent 2012). C. Mecanismo de accién de los enzimas
desyodasas (tomado de Medina y cols. 2011).



2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y metabolismo de carbohidratos

En personas con DMII hay una prevalencia de hipotiroidismo subclinico'' de 8.6% y
para hipotiroidismo clinico'? de 10.8%. Aunque se desconoce si la hiperglucemia fue antes o
después que el hipotiroidismo (Chubb y cols. 2005). La accidén de las hormonas tiroideas sobre
el metabolismo de carbohidratos es contradictoria. Algunos autores han reportado que en
pacientes con hipotiroidismo, los niveles de glucosa e insulina se mantienen, lo cual indica que
el metabolismo de carbohidratos no se altera (Nada 2013). Mientras que otros proponen un
aumento en las concentraciones de insulina (hiperinsulinemia) y bajos niveles de glucosa en
pacientes hipotiroideos, favoreciendo la aparicidon de resistencia a la insulina (Kapadia y cols.
2012).

El efecto del hipotiroidismo sobre los niveles de glucosa e insulina ha sido estudiado
en animales de laboratorio, en los cuales los resultados son confusos. Algunos estudios en
conejos y perros reportan que el hipotiroidismo induce un aumento en las concentraciones de
insulina; mientras que los niveles de glucosa se mantienen normales (Dariyerli y cols. 2003,
Mazaki-Tovi y cols. 2010). En ratas zucker, el hipotiroidismo induce niveles bajos de glucosa
e insulina (Hwang y cols. 2009). Los animales con hiperglucemia inducida (por
administracion de estreptozotocina) tienen niveles bajos de hormonas tiroideas y el
tratamiento con medicamentos antidiabéticos los eleva (Saravanan y Ponmurugan 2012). En
cuanto a la TSH, se ha reportado que su disminucion sérica ocasiona resistencia a la insulina

en perros (Renauld y cols. 1978).

2.2 Hipotiroidismo e histologia del pancreas

En ratas Wistar macho, provenientes de madres hipotiroideas, ocurre una disminucién
significativa en el drea y diametro de los islotes, asi como aumento en la glucosa sérica
(Farahani y cols. 2013). En ratas zucker, el hipotiroidismo disminuye el area de los islotes

(Hwang y cols. 2009), y en ratas con hiperglicemia inducida con estreptozotocina, el
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hipotiroidismo aumenta el numero de islotes, su drea y el tamafio de las células que contienen

(Ahmed y cols. 2012).

2.3 Inmunolocalizacion de TRs y TSHR en pancreas

En cuanto a la presencia de TRs y receptores de TSH (TSHR) en el pancreas, se ha
encontrado que los TRa y TRP se expresan en células a y B (Zinke y cols. 2003, Verga-
Falzacappa y cols. 2009). La cantidad de receptores presentes en el pancreas es dependiente de
la edad, asi el TRa se expresa en mayor cantidad en edades tempranas, mientras que el TR es
el que predomina en la adultez (Aguayo-Mazzucato y cols. 2013). Asi mismo se ha encontrado
que en ratones con hiperglucemia por tratamiento con estreptozotocina, por medio de la accion
del TRo, aumenta la masa de las células 3, con lo cual hay una restauracion en la secrecion de
insulina y una disminucion de la hiperglicemia (Furuya y cols. 2010); mientras que en ratas
macho, se ha reportado que el TR promueve la proliferacion en islotes (Columbano y cols.
2006). Ademas, en astrocitos, los TRs participan en la acumulacion de material extracelular
(Trentin y cols. 2003). En cuanto a la expresion del TSHR, hasta el momento no se ha
reportado su presencia en el pancreas; sin embargo, la activacidén de los TSHR promueven la
proliferacion celular en células del musculo liso (Tian y cols. 2014) y en tejido adiposo (Lu y
cols. 2010). Ademas de que los TSHR participan en la activacion de genes de la lipolisis en

los adipocitos (Elgadi y cols. 2010)
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3. JUSTIFICACION

. Existe una relacion entre la DMII e el hipotiroidismo, siendo posiblemente esta tltima una
de las causas de la DM (Chubb y cols. 2005).

. En modelos animales, los resultados que relacionan al hipotiroidismo con niveles de
glucosa e insulina son contradictorios. Algunos estudios proponen un aumento en la
insulina y una disminucion de glucosa (Kapadia y cols. 2012); mientras que en otros no hay
afectacion (Nada 2013). Cabe mencionar que estos estudios solo han sido realizados en
machos.

. Las hormonas tioideas, a través de los TRs, regulan la proliferacion celular en células beta
(Columbano y cols. 2006), sin embargo cdmo es esta regulacion durante el estado
hipotiroideo, atin es desconocida.

. En ratas zucker, en ratas hijas de madres hipotiroideas, y en ratas tratadas con
estreptozotocina, el hipotiroidismo aumenta el area y el nimero de células de los islotes
(Hwang y cols. 2009, Ahmed y cols. 2012, Farahani y cols. 2013). Hasta el momento no se
ha realizado ningun trabajo en animales machos adultos.

. Se sabe que las células  expresan TRo y TRP (Zinke y cols, 2003, Verga-Falzacappa y
cols. 2009). Ademas, los TRs participan en la secrecion de insulina (Furuya y cols. 2010).
En ratas Sprague-Dowley postnatales, el hipotiroidismo aumenta los TRa. A pesar de que
se desconoce qué ocurre con estos receptores en el pancreas durante el hipotiroidismo, se
ha reportado que en el higado son regulados negativamente (Lopez-Fontal y cols. 2010).

. La presencia de TSHR se ha evaluado en células del musculo liso (Tian y cols. 2014) y en

adipocitos (Lu y cols. 2012), en el pancreas se desconoce su expresion.
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4. HIPOTESIS
El hipotiroidismo aumenta los niveles de glucosa e insulina y afecta las caracteristicas

histoldgicas de los islotes pancredticos en la coneja adulta.

4.1 Predicciones
Los islotes pancreaticos tienen TRa y TRp.

Los islotes pancreaticos tienen TSHR.

El hipotiroidismo induce:

a) Mayores niveles séricos de insulina y glucosa

b) Resistencia a la insulina

¢) Menor densidad de islotes

d) Mayores areas y nimeros de células en los islotes.

e) Aumento en la proliferacion de las células de los islotes.

f) Disminucién de células inmunoreactivas a TRa, TRB y TSHR en los islotes

12



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar el efecto del hipotiroidismo sobre los niveles de glucosa e insulina y las

caracteristicas histologicas de los islotes pancreéticos en conejas adultas

5.2 Objetivos Especificos

En conejas controles e hipotiroideas:

1. Medir los niveles séricos de glucosa e insulina.
Calcular el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR).
Cuantificar la densidad de islotes por pancreas
Cuantificar el 4rea y el numero de células por islote

Determinar la proliferacion de las células de los islotes.

A T

Cuantificar las células inmunoreactivas TRa, TR, y TSHR en islotes

13



6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Se utilizararon conejas de la raza Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) de 7-13 meses de
edad, alojadas en jaulas de acero inoxidable de 50 x 60 x 40. Los animales fueron
proporcionados por el animalario del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Durante el
desarrollo de los experimentos, las conejas permanecieron en condiciones controladas de ciclo
luz/oscuridad (16/8 h), a una temperatura de 22 + 2 °C, mantenidas con alimento purina con
acceso controlado (180 g diarios) y agua ad libitum. Las conejas se dividieron en dos grupos:
el control (sin tratamiento; n=6) y las hipotiroideas (n=6). El Hipotiroidismo se indujo

mediante tratamiento con el farmaco anti-tiroideo metimazol (Sigma).

6.2 Induccion del hipotiroidismo

El hipotiroidismo fue inducido mediante la administracion de metimazol (Sigma), el
cual se proporciond en el agua de bebida a una concentracion de 0.02% (Al-jamal y cols.
2004) equivalente a una dosis de 10 pg/Kg/dia, durante treinta dias. Los niveles de las

hormonas tiroideas estan mostrados en Carrillo-Portillo 2012.

6.3 Medicion de glucosa e insulina
En suero, se midieron los niveles de glucosa con el método glucosa oxidasa, y los
niveles de insulina por quimioluminiscencia (CARPERMOR). Se calculo la resistencia a la

insulina mediante la formula de HOMA-IR = (insulina x glucosa)/405.

6.4 Histologia del pancreas

Después del sacrificio, se extrajo el 1dbulo derecho del pancreas (Fig. 2) y se fijé con
una solucién de Bouin-Duboscq por 12 h. Se deshidraté con alcoholes en concentracion
ascendente (60-100%) y se incluyd en parafina. Los segmentos de péancreas fueron cortados
longitudinalmente a 5 pm con un microtomo y se colocaron 4 cortes por laminilla. Los cortes
fueron divididos en cinco series, de las cuales se tomo el corte central de una para tefiirse. Para

la tincion, los cortes se desparafinaron en xileno y se deshidrataron en alcoholes en
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concentraciones descendentes (100-60%). Al finalizar las tinciones, los cortes se fijaron con
resina y cubrieron con un cubreobjetos. Se escogid de la laminilla un corte, tomando en cuenta

que no estuviera roto y que la tincidn fuera uniforme.

Figura. 2. Localizacién del pancreas de la coneja, ubicado a un lado del vaso (V), debajo del estomago (E), y
rodeado del colon (C) y del duodeno (D), asi como de grasa (G). Las flechas negras indican el pancreas.

Analisis cualitativo. Los cortes tefiidos fueron observados al microscopio.

Densidad. Se realizaron reconstrucciones de los pancreas con fotografias a 10x mediante el
uso del programa Adobe PhotoShop C56 (Fig. 3A-B). Para medir la densidad de islotes se
utilizé un cuadrado de 250,000 um? sobrepuesto en todas las reconstrucciones de los pancreas.

Se cuantifico el namero de islotes dentro de ese cuadrado.

Area transversal de islotes. Utilizando las reconstrucciones de los pancreas (Fig. 3A-B) de
apartados anteriores, y utilizando una cuadricula de 24 x 20 cm y se selecciond uno de cada
tercer cuandrante. De los cuadrantes seleccionados, se localizaron los islotes y se fotografiaron

a 40x. Se midieron las areas de los islotes por medio del programa Axio Vision REL 4.8 e.
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Los islotes fueron arbitrariamente clasificados en tres grupos: grandes (menos de 4000 pm?),

medianos (entre 4000 y 7000 pm?) y chicos (més de 7000 um?).

Numero de células. Utilizando los islotes previamente muestreados (apartado anterior), se

cuantificaron los nucleos de cada uno mediante el programa Image J.

Area extracelular Se utilizaron fotografias a 40x de los islotes que previamente fueron
muestreados, y se midid el drea neta ocupada por el nucleo, el citoplasma y los espacios en
blanco de cada islote (4rea extracelular) por medio del programa Axio Vision REL 4.8 (Fig.
3C-D). Como la fotografia contenia partes de tejido acinar, se optd por excluirlo colocando
color negro dejando unicamente los islotes (Fig. 3C). Se normalizé de acuerdo al area de los

islotes y se obtuvo un porcentaje.

Proliferacion. Para la inmunodeteccion de células en proliferacion celular en el pancreas, los
tejidos fueron desparafinados en xilol y alcoholes de graduacion ascendente. Enseguida, los
cortes se incubaron en una solucidn de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante tres noches a
4°C para el destape de antigenos, seguido de su calentamiento en un microondas durante dos
minutos. Posteriormente, los cortes se incubaron en una solucién de H202 al 3% durante 30
minutos, y se lavaron en soluciones de PBS y PBS-triton. A continuacion, los cortes fueron
incubados en suero de cabra (NGS) al 5% durante una hora. Los cortes se lavaron con
solucién de PBS-triton y se incubaron con el anticuerpo primario anti-Ki67 (Abcam, 1:100)
por 12 h. Pasado el tiempo, los cortes fueron lavados con PBS-triton y se incubaron durante
dos horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado (goat anti-mouse
IgM) diluido a una concentracion de 1:250. Los cortes se lavaron con PBS-triton y PBS. Se
incubaron durante 1 hora con el complejo avidina biotina (ABC; 1:200), y se lavaron con PBS.
La presencia del antigeno fue revelada con el cromdgeno diaminobencidina (DAB) a una
concentracion de 0.3%. Finalmente, los cortes fueron contratefiidos con hematoxilina de
Mayer, se deshidrataron en alcoholes con concentracion ascendente, se aclararon con xileno y
se montaron con resina. Se realizaron fotomontajes a 4X para seleccionar los islotes utilizando

el mismo criterio de apartados anteriores. Los islotes muestreados fueron fotografiados a 100X
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y se contd por islote la proporcion de células inmunoreactivas a los anticuerpos utilizados.
Para dividirlos en las categorias por area ya establecidas, se midieron las areas de los islotes

muestreados como se indicd en apartados anteriores.

A)

Figura 3. Reconstrucciones de los pancreas de conejas pertenecientes al grupo control (A) e hipotiroideo (B). C.
Exclusion del tejido acinar. D. Medicion del area nuclear (rojo), citoplasmatica (verde) y de espacios en blanco
(azul). La barra para A y B representa 2000 pm, para C y D 50 um.

6.5 Inmunodeteccion de TRs y TSHR

Para la inmunodeteccion de TRs tipo al-2, Bl y TSHR, se utilizd el mismo
procedimiento del apartado de proliferacién celular, los anticuerpos primarios utilizados
fueron anti-TRal-2 (1:50, Santa Cruz Biotechnology), anti-TRB1 (1:50, Santa Cruz
Biotechnology) y anti-TSHR (Abcam 1:50). Los TRs fueron incubados durante 72 horas y

TSHR durante 12 h. Se utiliz6 anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG.
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6.6 Analisis estadistico

Los valores obtenidos de las diferentes variables estudiadas se analizaron mediante una
prueba t de Student o U Mann Whitney, segiin fue el caso; asi mismo se uso el indice de
correlacion de Pearson o Spearman segun fue el caso. Diferencias entre los grupos derivadas
del tamafio 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 Prism v5. Las distribuciones de frecuencias se analizaron mediante
pruebas de Fisher. Se considerd un valor de P < 0.05 como significancia estadistica. Los
valores son mostrados como medias + error estindar (EE), o porcentaje en el caso de los

histogramas.
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7. RESULTADOS

7.1 Metabolismo de carbohidratos

Los niveles séricos de glucosa e insulina son similares entre el grupo control y el
hipotiroideo (Tabla 1). Por otra parte no hay diferencia en el peso corporal de las conejas, con
un promedio para las conejas control (n=6) de 4.3+0.1 kg y el de las tratadas (n=6) de 4.2+0.1
kg.

Parametro Grupo control ~ Grupo hipotiroideo ~ Estadistica
n=6 n=6
Glucosa (mg/dl) 184.5+13.0 171.0+13.9 Ns
Insulina (uUT/ml) 58+1.3 4.3 +0.6 Ns
IR (HOMA) 2.7+£0.6 1.8+0.2 Ns

Tabla 1. Medicién de pardmetros bioquimicos: glucosa, insulina y resistencia a la insulina. Lo datos estin
expresados como media =+ error estandar y fueron analizados con U de Mann Whitney. Ns, no significativo.

7.2 Caracteristicas cualitativas del pancreas

En cuanto a las caracteristicas del pancreas, no se observaron diferencias entre el grupo
control e hipotiroideo; los islotes de ambos grupos, en general, se encontraron con distintos
tamafios y sin una forma definida (Fig.4A-D). Ademas en los pancreas pertenecientes al grupo

hipotiroideo, se encontraron gotas de lipidos dentro del tejido acinar (Fig. 4E-F).
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Figura 4. Microfotografias representativas de cortes de pancreas teflidos con hematoxilina-eosina, provenientes
de grupo control (A y B) y grupo hipotiroideo (C y D). El cuadro negro en las microfotografias de A y C indica el
aumento de las microfotografias en B y D. E y F. Microfotografias que muestran gotas de lipidos en los acinos
del pancreas. Las Barras representan 50 pm.
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7.3 Caracteristicas cuantitativas de islotes

En cuanto a la densidad, area, distribucion de islotes por area y nimero de islotes, no

se encontraron diferencias entre grupos (Tabla 2). Fueron evaluados un total de 24.5 + 4.0

islotes para el grupo control, mientras que para el grupo hipotiroideo fueron 30.5 +3.1, sin

encontrarse diferencias significativas entre grupos. Al correlacionar el area de los islotes de

Langerhans de conejas controles (r=0.9, p<0.0001) y tratadas (r=0.8, p<0.0001) con el nimero

de células que contenia cada islote se encontrd una correlacidn positiva, es decir, a mayor area

del islote, mayor numero de células (Fig. 5).

Medicion Grupo control (n=6) Grupo hipotiroideo Estadisticos
(n=6)
Densidad 15£2.2 19.5+£3.1 Ns
(islotes/250,00 pm?)
Area transversal 6769 £ 940.2 5933 £541.2 Ns
promedio (umz)
% de islotes grandes 36.6 33.0 Ns
% de islotes medianos 27.5 21.0 Ns
% de islotes chicos 35.9 34.0 Ns
Numero de células por 74.1£4.0 52.1+£2.1 Ns

islote

Tabla 2. Caracteristicas histologicas de los pancreas del grupo control y grupo hipotiroideo. Los datos estan
expresados como media + error estdndar y fueron analizados con la prueba U de Mann Whitney para el 4rea y
con ¢ de Student para densidad y nimero de células por islote. Ns, no significativo.
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Figura 5. Correlacion entre el area de los islotes (um?) y el nimero de células que contiene cada islote de grupo

control e hipotiroideo. Los datos fueron analizados con el indice de correlacion de Spearman.
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En la distribucion de frecuencias de nimero de células por tamafio de los islotes, se
encontrd que los islotes grandes y medianos del grupo hipotiroideo poseen menos nicleos con
respecto al grupo control, mientras que esta condicion no ocurre en islotes chicos (Fig. 6A-C).
Al medir el area extracelular se encontraron diferencias entre grupos (Fig. 6D), mientras que
por tamafio del islote sdlo se encontraron diferencias en los islotes grandes y medianos (Fig.
6E, tratamiento, F;3= 1.3, p<0.001; area de islote F,3,=23.6, p>0.05; e interseccion

F1,30:12.3, p§005)
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Figura 6. Distribucion del nimero de células por tamafio del islote en grandes (A), medianos (B) y chicos (C) de
conejas controles (barras blancas) e hipotiroideas (barras negras).D. Porcentaje de area (um’) extracelular
ocupada en grupo control e hipotiroideo. E. Porcentaje de area intracelular por tamafio del islote. Letras
mayusculas indican islotes controles y las letras minusculas islotes de hembras hipotiroideas. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas entre los islotes por tamafio. Los datos fueron analizados mediante una prueba de
Fisher, ¢ de Student o ANOVA de dos vias. Las diferencias entre grupos estan representadas por asteriscos **
p<0.01, * p< 0.05.
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En cuanto a la proliferacion celular se encontraron diferencias significativas entre grupo
control e hipotiroideo (Fig. 7A-C). En cuanto al tamafio del islote, sdlo se encontraron
diferencias en los islotes chicos (Fig. 7D, tratamiento, F;3,=15.6, p<0.001; area de islote
F230=0.1, p>0.05; e interseccién F 30=0.1, p>0.05) . Se pudo observar que la proliferaciéon en
los tejidos controles se lleva a cabo mayoritariamente en las células de la periferia de los
islotes, situacion que se modifica en los tejidos hipotiroideos, ya que en estos se lleva a cabo

mas homogéneamente (Fig. 7A-B).
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Figura 7. Arriba. Microfotografias a 100x de la localizaciéon de nucleos inmunoreactivos para Ki67 el grupo
control (A) y el hipotiroideo (B). Abajo. Porcentaje de nucleos inmunoreactivos para ki67 en ambos grupos (C) y
porcentaje de inmunoreactividad por tamafio del islote (D). Las flechas negras indican los nucleos
inmunoreactivos. La barra representa 20 um. Los datos fueron analizados mediante una U de Mann Whitney y
una ANOVA de dos vias. Letras mayusculas indican islotes controles y las letras mintsculas islotes de hembras
hipotiroideas. Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre los islotes por tamafio. Las diferencias entre
grupos estan representadas por asteriscos * p<0.05.
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7.4 Inmunoreactividad de receptores a hormonas tiroideas y TSH

La inmunodeteccion de TRa posee un porcentaje de inmunomarcaje mayor en el grupo
hipotiroideo (Fig. 8 A-C). De acuerdo al tamafio del islote, se encontraron diferencias entre
todos los tamafios (Fig. 8D, tratamiento, F; 1,=94.4, p<0.0001, area de islote F, ;,=1.7, p>0.05,
interseccion, F;11=0.3, p>0.05). La expresion TR se encontré aumentada en el grupo
hipotiroideo con respecto del grupo control (Fig. 8E-G), esto se mantiene en todos los tamafios
(Fig. 8H, tratamiento, F;;,=42.9, p<0.0001, area de islote, F»;,=0.4, p>0.05, interseccion,
F1.11=0.2, p>0.05). En la inmunodeteccion de receptores de TSH se observd que el grupo
control contenia un menor inmunomarcaje con respecto al grupo hipotiroideo (Fig. 81, J, L).
En cuanto al tamafio de los islotes, se encontraron diferencias para todos los tamafios (Fig.
8M, tratamiento, F; 1;=58.6, p<0.0001, é4rea de islote F,,=0.2, p>0.05, interseccion F, ;;=1.5,
p>0.05); ademas se observo que el marcaje se presenta también en los acinos pancreaticos (Fig

10-K).
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8. DISCUSION

El hipotiroidismo inducido con metimazol, en nuestro estudio, no modifica los niveles de
glucosa ni de insulina, lo cual coincide con otros estudios realizados en conejos y en perros
(Dariyerli y cols. 2003, Mazaki-Tovi y cols. 2010). A su vez tampoco se encontrd evidencia
de resistencia a la insulina en la coneja, en contraste a estudios realizados en conejo macho
(Dariyerli y cols. 2003). Esto sugiere que las modificaciones a nivel de metabolismo de
hidratos de carbono, por efecto de las hormonas tiroideas, no se llevan a cabo en la coneja. Sin
embargo nuestros resultados podrian resultar contradictorios a otros por diversos factores
donde entre los que destacan el tiempo del tratamiento, las dosis utilizadas y el modelo animal
tal como se ha visto en ratas macho wistar donde usan dosis seis veces mayores a las nuestras
y ven modificaciones histoldgicas en lengua, higado, corazén y bazo (Cano-Europa y cols.
2009). El género podria ser un factor importante a considerar; ya que los estrogenos pueden
regular los niveles de insulina (Morimoto y cols. 2010). A este respecto, a pesar de que las
congjas se encuentren en fase de proestro temprano, se ha evidenciado que el estradiol en
pocas cantidades afecta la histologia pancredtica, asi como la glucosa e insulina séricas
(Hoofer-Inteeworn y cols. 2012).

En pacientes con DMII, resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia, se ha reportado
la presencia de gotas de lipidos lo cual estd relacionado con el deterioro de la funcion
pancredtica (Gulcan y cols. 2007); asi mismo, en pacientes obesos (Smits y Greenen, 2011).
De manera que las gotas de lipidos en el pancreas de conejas hipotiroideas podria manifestar
un estado de acumulacion de triglicéridos, esto fue independiente del peso corporal de los
animales. Contrario a lo reportado en otros trabajos (Hwang y cols. 2009), el hipotiroidismo
en la coneja no modifico el peso corporal de los animales estudiados.

En la histologia del pancreas de ambos grupos, se observaron islotes de Langerhans en
formas variables a lo largo del pancreas, contrario a otros estudios donde observan formas
simétricas en los grupos controles y formas asimétricas en animales hipotiroideos (Hwang y
cols. 2009). A diferencia de la rata, donde los islotes chicos predominan (Chamson-Reig y
cols. 2006), en la coneja los islotes estuvieron distribuidos de forma similar entre grandes,

medianos y chicos. En ratas zucker, en ratas hijas de madres hipotiroideas y en ratas con
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hiperglicemia inducida con estreptozotocina, las areas de los islotes suelen ser de mayor
tamafio (Hwang y cols. 2009, Ahmed y cols. 2012, Farahani y cols. 2013); sin embargo en
nuestro estudio encontramos un porcentaje similar de islotes grandes, medianos y pequefios.
En cuanto al nimero de células por islote, no se encontraron diferencias, sin embargo, de
acuerdo al tamafio de los islotes, los grandes y medianos en el grupo hipotiroideo tuvieron un
menor numero de células. El area extracelular aumentada en el grupo hipotiroideo indico por
qué a pesar de que los islotes grandes y medianos poseen menos células conservan el area. El
espacio extracelular, sugiere infiltracion de tejido conectivo no del tipo coldgeno, ya que no se
marca con tricrdmica de Masson (datos no mostrados); o bien, liquido extarcelular. En este
sentido, en ratas con hiperglucemia inducida por dieta, la acumulacién de liquido extracelular
en el islote es un indicador de proliferacidon o apoptosis (Del Zotto y cols. 2004).

En nuestros resultados, la proliferacion celular en los islotes fue mayor en animales
hipotiroideos, similar a lo que ocurre en ratas con hiperglicemia inducida (Nir y cols. 2007).
En el grupo control, la inmunoreactividad anti-Ki67 estuvo presente mayoritariamente en la
periferia de los islotes; mientras que en el grupo hipotiroideo se observé en todo el islote. Esto
podria indicar que la regeneracion del pancreas, en condiciones normales, ocurre por
mecanismos de reprogramacion principalmente, mientras que durante el hipotiroidismo
promueve mecanismos de replicacion y de reprogramacién celular con la finalidad de
compensar una posible apoptosis celular (Kordowich y cols. 2010, Xiao y cols. 2013). En
cuanto a la proliferacion por tamaifio del islote, se pudo observar que tinicamente los islotes de
tamafio chico son los que modificaron su proliferacion. Esto explica por qué no hay
diferencias en cuanto al nimero de células en este tamafio de islote. Ademas se ha reportado la
importancia de los islotes chicos, ya que contienen mayoritariamente células f y, por ende,
secretan mayor cantidad de insulina (Farhat y cols. 2013). Por lo que como mecanismo de
compensacion, al aumentar su proliferacidn, podrian estar secretando mas insulina, y quiza sea
la razén por la que no encontramos diferencias en los niveles séricos de esta hormona.

En cuanto a los TRs, se la presencia de TRal-2 y TRB1 en islotes de conejos coincide
con estudios realizados en ratas (Zinke y cols 2003; Verga-Falzacappa y cols. 2009). En
nuestro trabajo pudimos observar que la expresidon de estos receptores unicamente se lleva a

cabo en los islotes de Langerhans, tal como ya habian sugerido los trabajos antes
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mencionados. Nuestro estudio es el primero en proponer que la regulacion de los TRs en el
estado hipotiroideo es a la alta, contrario a lo que ocurre en otros tejidos como el higado
(Lopez-Fontal y cols. 2010). Ademads, a diferencia de la rata, nosotros no encontramos
diferencias entre la inmunoreactividad de los TRs (Aguayo-Mazzucato y cols. 2013). El
aumento en la activacion del TRa1-2 podria estar incrementando la activacion de genes como
el de la glucosa 6 fosfato, piruvato carboxilasa, del ChREB, y de algunos GLUT como el 1, 2
y 4 que son importantes para el metabolismo de glucosa (Brenta 2011). Se ha reportado que el
TRa promueve la proliferacion (a través de la activacion de ciclinas) y la secrecion de insulina
(Furuya y cols. 2010). En cuanto a la expresion de TRB1, esta se duplica en la condicion del
hipotiroidismo. Este receptor, modula MAPK que aumentan factores de transcripcion
relacionados con la proliferacion celular (Columbano y cols. 2006). Ademas los TR durante la
etapa posnatal en el pancreas, regulan procesos de regeneracion via PI3K (Furuya y cols.
2010) y en embriones a través de reprogramacion celular (Aiello y cols. 2014). Las hormonas
tiroideas regulan factores de transcripcion como Pdx1, el cual ejerce un papel fundamental en
la maduracion de la célula B y en la sintesis de insulina (Campbell y Macfarlane 2010).

De igual manera se pudo determinar la presencia de TSHR, lo cual es un punto
innovador de nuestro trabajo, ya que a pesar de que se ha visto su presencia en diversos tejidos
metabolicos (Williams 2011), no habia sido reportada su presencia en células pancreaticas.
Cabe destacar que pese a que Unicamente cuantificamos la presencia de TSHR en islotes de
Langerhans también tiene expresion en los acinos pancreaticos, por lo cual podrian estar
ejerciendo acciones relacionadas con sintesis y excrecidn de enzimas indispensables para la
digestion, tal como se ha visto con la TRH (Luo y cols. 2008). En cuanto a su expresion en los
islotes pancreaticos, pudimos observar que aumenta al doble en el grupo hipotiroideo con
respecto al grupo control. En células vasculares de musculo liso (Tian y cols. 2014) y en
adipocitos (Lu y cols. 2012) promueve la activacion de ciclinas, adenilato ciclasa, cCAMP y
MAPK (Vassart y Dumont 1992). Asi mismo, regula la activacién de receptores de insulina en
los tirocitos (Van Keymeulen y cols. 2000). Ademas, los TSHR modulan genes diana para el
metabolismo lipidico (Elgadi y cols. 2010). En conjunto, la expresion de TRs y de TSHR,
podrian estar promoviendo expresion de factores de transcripcion relacionados tanto con

proliferacion de islotes pancreaticos asi como con secrecion de insulina.
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Todos nuestros hallazgos, ponen de manifiesto la importancia que tiene estudiar el
metabolismo utilizando modelos animales con hembras. Estudios realizados en humanos,
reportan que la mayoria de las enfermedades metabolicas tienen una mayor prevalencia en
mujeres, y lo mismo ocurre en el hipotiroidismo (Vanderpump 2011). La importancia de
estudiar el hipotiroidismo en modelos animales de hembras radica en que las hormonas
tiroideas regulan receptores a FSH (hormona foliculo estimulante) y a estrégenos en diversos
tejidos (Brent 2012). El modelo de la coneja es aconsejable debido a la estabilidad hormonal,
pues es un ovulador reflejo que requiere de la copula para cambiar de fase de ciclo (Tsigilianni

y cols. 2004).
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9. CONCLUSIONES

1. Los islotes de Langerhans expresan TRs a y .

2. Los islotes de Langerhans y acinos pancreaticos expresan TSHR.

3. El hipotiroidismo en la coneja:

a)

b)
¢)

d)

No afecta los niveles de glucosa e insulina, ni el indice de resistencia a la insulina
(HOMA-IR).

No altera la densidad de islotes pancreaticos.

No modifica el 4rea de los islotes ni el numero de células por islote, pero
disminuye la proporcidn de células en los islotes medianos y grandes.

Aumenta la proliferacion de células de los islotes de Langerhans, especificamente
en islotes chicos.

Incrementa la expresion de TRs a y B, asi como de TSHR en todos los tamafios de

islotes.
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10. PERSPECTIVAS

Con base en nuestros resultados, y debido a que no estd claro cudl es el mecanismo
involucrado en los cambios histologicos y en el incremento de inmunoreactividad de TRs y
TSHR se sugiere que se evalue: a) la presencia de Pdx1, pues esta reportado que las hormonas
tiroideas regulan este factor (Campbell y Macfarlane 2010) y que ejerce un papel fundamental
en la secrecion de insulina, en la proliferacion y maduracion de células B, asi como en la
traslocacion de GLUTs (Humphrey y cols. 2010); b) la expresion de hexoquinasa, puesto que
esta enzima estd regulada por las hormonas tiroideas y participa en el metabolismo de glucosa
(Al-jamal 2004); c) la apoptosis celular, debido a que durante las primeras etapas de la DM
aumenta (Nir y cols. 2007), y probablemente se estén llevando a cabo procesos de
proliferacion y apoptosis al mismo tiempo, por lo cual no encontramos diferencias en el
numero de células; y d) la presencia de vasos sanguineos en los islotes, ya que durante la DM,
se promueve la angiogénesis de diversos tejidos ocasionando su deterioro (Martin y cols.
2003).

Tomando a consideracion la presencia de gotas de lipidos, considerar evaluar marcadores
de metabolismo lipidico como a) presencia de triglicéridos, ya que la acumulacion de lipidos
en los islotes de Langerhans da como resultado la falla de las células caracteristica de la DM
(Gulcan y cols. 2007); b) presencia de FXR, debido a que la DM se origina por la
lipotoxicidad de la célula B, y estos receptores impiden la acumulacién de triglicéridos (Renga
y cols. 2010) y c)presencia de PPARs, debido a que su inactivacion participa en la resistencia

a la insulina (Lee y cols. 2003).
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11. ANEXOS
ANEXO 1. Generalidades del pancreas

El pancreas es una glandula de secrecidn mixta accesoria, que en humanos es alargada
y retroperitoneal; mientras que en conejos es irregular, difusa y arborescente, que cruza
transversalmente la pared posterior del abdomen. Se encuentra ubicada detras del estdomago,
entre el bazo (de lado izquierdo) y el duodeno (de lado derecho) en el humano y en el conejo
se encuentra debajo del higado, por arriba del duodeno y esta sostenido por tejido adiposo
(Brewer 2006). Se compone principalmente de cuatro partes: cabeza, cuello, cuerpo y cola,
siendo la cabeza la parte mas cercana al bazo y en conejos de dos porciones, un 1dbulo derecho
y un lobulo izquierdo que se encuentra por debajo del estomago (Harcourt-Brown 2002). Se
encuentra rodeado de una delgada capa de tejido conectivo de tipo laxo que lo divide en finos
tabiques o lobulillos (Brewer 2006).

Funcionalmente, el pancreas tiene dos tipos de secrecion: exocrina y enddcrina. La
funcidon exocrina estd dada por las células de los acinos pancredticos, que son las mas
abundantes y tienen una forma redonda u oval con una tunica capa de células epiteliales
piramidales, cuyo é4pice'® estd orientado hacia el centro. Posee un sistema de conductos
excretores, que comprenden conductos intercalares que van desde el centro del acino y vierten
su secrecion en conductos intralobulillares que comunican a las diferentes conformaciones
acinares de un mismo tabique, estos ultimos ductos se comunican con los conductos
interlobulillares para verter su secrecion en los ductos principal o también llamado de Wirsung
o en el accesorio de Santorini. El conducto de Wirsung tiene su origen en la cola del pancreas,
atraviesa el cuerpo y sale por la cabeza del mismo dérgano, tiene la funcidén de recoger jugo
pancredtico y secretarlo por el colédoco, mientras que el conducto de Santorini tiene la misma
actividad sélo que unicamente en la porcion de la cabeza (Yule 2010). Las células acinares
tienen la funcion de secretar jugo pancreatico, que contiene enzimas que degradan los diversos
macronutrientes de la dieta. Entre estas enzimas tenemos a la tripsina, quimiotripsina y
carboxipeptidasas que degradan las proteinas; la amilasa pancreatica que hidroliza los hidratos

de carbono, como el almidén o el glucogeno'®, en disacaridos; o la lipasa pancreatica que

13 Ver en glosario.
er en glosario.
14y, |
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degrada los triacilglicéridos' a glicerol'® y 4cidos grasos. Ademas de la regulacion nerviosa
parasimpética, la secrecién de los acinos es afectada por hormonas como la secretina'’ y la
colecistoquininina'®, la primera aumentando la cantidad de jugo pancreético; mientras que la
segunda aumenta la secrecion enzimatica. La regulacion nerviosa tiene la misma funcidon que
la colecistoquinina (Cleveland y cols. 2012).

La secrecion endocrina del pancreas esta dada por los islotes de Langherhans, que
poseen cuatro tipos de células distintas que secretan insulina y péptido amiloide' (células B),
glucagon (células o), somatostatina® (células &) y polipéptido pancreatico’’ (células PP).
Histologicamente, los islotes de Langherhans se encuentran ubicados en toda la glandula,
aunque son mas abundantes y con menor actividad en la cola que en la cabeza (Brewer 2006).
En pacientes sanos, las células B constituyen el 64%, las células a el 26%, las delta el 8%, y
las células secretoras de polipéptido pancreatico el 0.3%. Los tamafios y formas de los islotes
de Langherhans son muy variados, se ha encontrado que las células PP se encuentran en
mayor nimero en el centro del islote, seguidas de las células delta, mientras que en la periferia
se encuentran las células B y a. Las células estan interrelacionadas, de manera que la secrecion
de un tipo de célula regula de manera paracrina®® la secrecién de las adjuntas. Asi, la
somatostatina secretada por las células delta regula la funcién de las células a y B, afectando la
sintesis de glucagon e insulina en los islotes, mientras que en los acinos regula la secrecion de
jugo pancreatico. Esta accidon la lleva a cabo a través de los receptores de somatostatina
localizados en las células cercanas. También la insulina regula la secrecion del glucagon por
las células a. El glucagon actia sobre el higado para regular la produccidon de glucosa en casos
de estrés o hipoglicemia (Taborsky 2010). Los niveles de glucosa regulan la viabilidad y
actividad de todos los tipos de células pancreaticas (Wei y cols. 2009). Las células 3, ademas

de la insulina, secretan al polipéptido amiloide, el cual regula la propia secrecion de la insulina

15 Ver en glosario.
16 Ver en glosario.
17 Ver en glosario.
18 Ver en glosario.
1 Ver en glosario.
20 Ver en glosario.
2! Ver en glosario.
2 Ver en glosario.
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y glucagon, y a distancia regulan la secrecion de gastrina® (el hambre y el vaciamiento
gastrico) (Westermark y cols. 2011).

La secrecion de insulina esta regulada por las concentraciones de glucosa en la sangre,
asi como por diversas hormonas y péptidos. La regulacion hormonal comprende al glucagén y
a la somatostatina, inhibiendo su secrecion, asi como a adrenalina y noradrenalina, que inhiben
la secrecion de insulina uniéndose con receptores adrenérgicos en las células B (Yu y cols.
2007); asi como a la grelina, que inhibe la apertura de canales de calcio, lo cual evita la
apertura de vesiculas y con ello la liberacidon de insulina (Dezaki y cols. 2008). El péptido
inhibidor gastrico (GIP) que es un péptido liberado por células del intestino delgado, estimula
la secrecion de insulina después de la ingesta de glucosa (Yu y cols. 2007). La secreciéon de
insulina también es promovida por dcidos grasos libres insaturados, los cuales de forma aguda
estimulan la sintesis de insulina por depolarizacién de las células pancreaticas, y de forma
crénica la inhiben. Este efecto es independiente de los niveles de glucosa. La presencia de
altas concentraciones de acidos grasos libres durante mucho tiempo puede ser toxica para las
células B debido a su metabolismo en los peroxisomas® que genera especies reactivas de

oxigeno que dafian a las células (Gehrmann y cols. 2010).

1.1 Inervacion del pancreas

La cabeza del pancreas esta irrigada por las arterias pancredtico-duodenales, derivadas
de la arteria hepatica; mientras que el resto de la glandula es irrigado por ramas de las arterias
esplénica y mesentérica superior. El drenaje venoso del pancreas estd formado por venas
pancreatico-duodenales, que desembocan en las venas esplénica, mesentérica superior y porta.
El pancreas recibe inervacidn tanto parasimpatica (colinérgica) como simpatica
(noradrenérgica), ambas relacionadas con la modulacidn de los niveles sanguineos de glucosa
y la secrecién de jugo pancreatico™. La inervacion colinérgica incrementa la produccién de

insulina® por las células B, durante la ingesta de alimentos y promueve la secrecién de jugo

2 Ver en glosario.
2 Ver en glosario.
* Veren glosario.
2 Ver en glosario.
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I . - o - 27
pancreatico. Por su parte, la inervacion noradrenérgica favorece la produccion de glucagon
en las células a, con lo que inhibe la produccion de insulina, y en los acinos inhibe la

produccidn de jugo pancreatico (Robinson y cols. 2011).

2 Ver en glosario.
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ANEXO 2. Modelo del efecto del hipotiroidismo sobre los islotes de L.angerhans
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Figura 9. Efecto de las hormonas tiroideas sobre la histologia de los islotes pancreaticos. Las hormonas tiroideas
regulan la expresion y actividad de genes que participan en el funcionamiento de la célula B y el metabolismo de
la glucosa. De tal manera que al disminuir se modifica la funcién de la célula B en todos los tamafios de los
islotes para que no se altere el metabolismo de la glucosa. En los islotes chicos se aumenta el numero de TSHR,
por lo cual se activa adenilato ciclasa y AMPc dando como resultado el aumento en la proliferacion celular. Asi
mismo, el TSHR disminuye la activaciéon de genes relacionados con la lipdlisis en todos los tamafios de los
islotes, por lo que adipocitos presentes en el tejido pancreatico comienzan a almacenar triglicéridos aumentando
su tamafio Por otra parte, debido a que el islote pancredtico es capaz de activar la HT a través de la presencia de
D1, incrementa el numero de TRs. Este aumento de TRs da como resultado la activacion de factores de
transcripcion como lo son MAFA, ngn3 y Pdx1; de tal manera que promueven la maduracion de la célula f3, asi
como el aumento en la secrecion de insulina. Ademads, este aumento de TRs, disminuye el contenido de material
material extracelular. Todas estas modificaciones a nivel celular, permiten que los niveles de glucosa e insulina
séricos se mantengan estables.
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13. GLOSARIO

Glucoquinasa: enzima que fosforila la glucosa, por lo cual participa en la glucdlisis que
es la principal ruta de obtencidn de energia.

PPARs: Receptores activados por proliferadores de peroxisoma. Son un grupo de
receptores nucleares que tienen la funcion de regular la expresion de genes, para
promover diferenciacidon celular, desarrollo y metabolismo. Su ligando son los 4cidos
grasos libres.

HNF4a: Factor nuclear 4 o de hepatocito. Es un factor de transcripcidn, importante
para el desarrollo de higado, rifiones, intestinos y pancreas.

IPF1: Factor promotor de insulina 1. Es un factor de transcripcion que regula el
desarrollo y mantenimiento de la masa de las células f. También es conocido como
Pdx1.

Sindrome de Rabson-Mendenhall: Es una enfermedad genética transmitida por un
rasgo recesivo de padres consanguineos. Tiene una prevalencia desconocida y es
perteneciente al grupo de resistencia extrema de insulina. Aparece durante los primeros
aflos de vida, con hiperglicemia e hipoinsulinemia extrema, asi como cetoacidosis
recurrentes.

Sindrome de Donohue: También conocido como Leprechaunismo. Es una enfermedad
genética, dada por una mutacién en el cromosoma 19. Los pacientes son insulino
resistentes y tienen una corta esperanza de vida. Los rasgos que presentan son orejas y
nariz alargada, labios gruesos, en mujeres los pechos y el clitoris es alargado;

presentan un enanismo severo

CREB: Elemento de respuesta de AMPc. Es un factor de transcripcion que se une al
AMPc dando lugar a proliferacion celular entre otras acciones.

Ovario poliquistico: Enfermedad causada por el desequilibrio de las hormonas sexuales
(Progesterona y estrogenos) y de andréogenos en la mujer, que puede generar
desequilibrios en el ciclo menstrual, aumento del vello corporal, marcas oscuras en los
pliegues cutaneos, caida de cabello, quistes ovaricos, dificultad para embarazarse o

infertilidad.
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I11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Dislipidemia: alteracion en el metabolismo de los lipidos, aumentando como
consecuencia las concentraciones de lipoproteinas (HDL, LDL, VLDL) y triglicéridos.
Organoclorados: compuesto quimico organico, en el cual un atomo de carbon que
originalmente esta unido a hidrégeno se une con cloro lo cual genera toxicidad.
Hipotiroidismo subclinico: Consiste en un aumento en los niveles circulantes de TSH,
sin disminucién de las hormonas tiroideas, los pacientes pueden o no presentar
sintomatologia.

Hipotiroidismo clinico: Es el aumento en los niveles circulantes de TSH con una
disminucidn de las hormonas tiroideas. Los pacientes presentan toda la sintomatologia.
Apice: extremo superior o punta de una cosa.

Glucdgeno: polisacarido conocido por su cualidad de ser una reserva energética, es
sintetizado cuando la glucosa entra en el organismo gracias a la intervencion de la
insulina, mientras que es degradado por accion del glucagon.

Triacilglicéridos: lipido formado por una molécula de glicerol en la cual estan
esterificados tres de sus ramas hidroxilicas por acidos grasos. Su funcidn principal es
ser la reserva energética mas importante de un organismo, ya sea en forma de grasa (en
animales) o de aceites (vegetales).

Glicerol: alcohol con tres grupos hidroxilos y es component principal de los lipidos
como los triglicéridos o fosfolipidos.

Secretina: hormona gastrointestinal, liberada en el duodeno cuando acido proveniente
del estomago llega ahi; su funcidn es estimular la secrecion de jugo pancredatico.
Colecistoquinina: hormona producida en el duodeno y yeyuno cuya funcion principal
es estimular la secrecion de enzimas pancreaticas y de bilis en la vesicular biliar.
Péptido amiloide: también llamado amilina, es una hormona secretada por las células 3
de los islotes de Langherhans al mismo tiempo que la insulin, tiene la funcion de
disminuir los niveles sanguineos de glucosa, trabajando de forma sinérgica con la
insulina.

Somatostatina: Hormona secretada por las células delta de los islotes de Langherhans,
y cumple acciones paracrinas, modulando la secrecion de las otras hormonas

pancreaticas.
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

Polipéptido pancreatico: Hormona secretada por las células PP de la cual atn se
desconocen las funciones.

Paracrina: Tipo de comunicacion celular en la cual la secrecion quimica de una célula
tiene efecto sobre otra que se encuentre cerca.

Gastrina: Hormona polipeptidica secretada por la seccion del antro del estomago,
estimula la secrecion de acido clorhidrico, por lo cual est4 relacionada con el hambre y
el vaciamiento gastrico.

Peroxisoma: organelos de las c€lulas eucariotas en forma de vesicular que tienen la
funcidn de secretar enzimas como catalasas y oxidasas que van a tener funcién en la
detoxificacion celular.

Jugo pancredtico: secrecion exocrina del pancreas por medio de los acinos, compuesta
de agua, sales, bicarbonato de sodio y enzimas como la tripsina y la amilasa
pancredtica.

Insulina: La insulina es una molécula proteica pequefia compuesta por dos cadenas
polipeptidicas,la cadena A formada por 21 aminoacidos y la B por 30 aminoacidos,
unidas por puentes disulfuro. Se sintetiza en las células B en forma de preproinsulina
que es una unica cadena que posteriormente se une con otra por medio de puentes
disulfuro formando proinsulina, que es la insulina inactiva. Para la activacién de la
insulina una secuencia de aminodcidos es separada por medio de enzimas de la
proinsulina. Las funciones de esta hormona son muy variadas, entre ellas se
encuentran: 1) la estimulacion del transporte de glucosa a través de la membrana de las
células; 2) favorece la sintesis de glucogeno, proteinas y &cidos grasos en los
musculos, tejido adiposo e higado, 3) permite la expresion de genes que regulan
casadas de sefializacidn en diversos tejidos.

Glucagon: El glucagon es un péptido secretado por las células o de los islotes de
Langherhans y tiene un efecto opuesto al de la insulina, es decir eleva las
concentraciones de glucosa cuando el organismo lo necesita. El glucagon degrada el
glucogeno contenido en los hepatocitos aumentando la actividad de la fosforilasa por

via del AMP ciclico. EL mecanismo de regulacion del glucdgeno obedece a las
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concentraciones de glucosa, asi cuando la glucosa se encuentra disminuida se secreta

en mayor cantidad.
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14. PUBLICACIONES

LVI Congreso Nacional de Ciencias Fisioldgicas

C-197 Inmunolocalizaciéon del receptor de Farnesoide X en tejidos
reproductivos en la coneja

Rodriguez-Casteldn |G (1), Anaya-Hernandez A (2), Méndez-Tepepa M (3), Castelan F (3),
Cuevas E (3). (1) Maestria en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala,

(2) Doctorado en Neuroetologia, Universidad Veracruzana, (3) Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta, Universidad Autéonoma de Tlaxcala.

El receptor de farnesoide X (FXR) es un miembro de la familia de receptores nucleares activado
por acidos biliares. El FXR participa en la regulacion de la sintesis de acidos biliares, en el meta-
bolismo de lipidos (sintesis de colesterol y triglicéridos), lipoproteinas (apoC-II, apoC-III, apoA-
1) y carbohidratos (gluconeogénesis y glucogenélisis), asi como en la relajacion vascular, pro-
liferacién y diferenciacién celular, apoptosis, procesos inflamatorios y modulacién del sistema
inmunitario. Su expresidn se ha reportado en higado, intestino, vesicula biliar, rifién, glandula
adrenal, lengua, esofago, estomago, ojo, arterias y piel. Sin embargo, su expresion en tejidos re-
productivos ha sido escasamente estudiada. Tan solo se han descrito en cultivo de células de Le-
ydig tu morales (rata) y en células de la granulosa (humano), en donde los FXR inhiben la accién
de la aromatasa. Por lo que se desconoce la expresion de FXR en otros tejidos reproductivos de
la hembra. OBJETIVO. Investigar la expresion de FXR en ovario, oviducto y ttero. METODOLO-
GIA. Se utilizaron conejas adultas nuliparas (Oryctolagus cuniculus; n=3). Se sacrificaron para
extraer los ovarios y oviductos izquierdos, asi como el ttero. En cortes transversales (7 pm) se
realizo la técnica de inmunohistoquimica anti-FXR (1:20; método avidina-biotina-peroxidasa).
Utilizando un microscopio (Nikon ECLIPSE E600) se identificé la localizacién celular y regional
de la expresion del FXR. RESULTADOS. Se observaron nticleos inmunoreactivos a FXR en ovario
(células del estroma, células de la granulosa y de la teca de foliculos primordiales, primarios,
secundarios, terciarios y de Graaf); oviducto (células epiteliales ciliadas y secretoras -incluyen-
do las criptas-, submucosa y fibras musculares lisas de todas las regiones (fimbria, infundibu-
lo, ampula, istmo y utero-tubal); y en atero (células epiteliales, criptas, submucosa y fibras de
misculo liso). CONCLUSION. La expresién de FXR en ovario, oviducto y ttero sugiere su posible
participacién en la fisiologia reproductiva que pudiera incluir la regulacién de aromatasa, pro-
liferacion celular y regulacion de las células inmunitarias presentes en el aparato reproductor.
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Los receptores de hormonas tiroideas (TRs) son un grupo de receptores nucleares codificados por
dos genes o y B, dando lugar a las isoformas al, o2, B1, p2 y 3. Los TRa han sido ampliamente
estudiados; mientras que la informacion que sc tiene los TR es escasa. EI TRB1 se ha localizado en
higado, pancreas y piel. en donde participa en el metabolismo de lipidos, sintesis de colesterol, y

esteroidogénesis y proliferacion celular. Su rol en la reproduccion femenina no ha sido descrito,
aunque s¢ ha detectado por Western-blot en células del estroma y la granulosa de los foliculos
ovaricos (rata, gallina y mujer) y utero (macaco y mujer). OBJETIVO. Determinar la localizacion
de TRP! en ovario, oviducto, utero y vagina de conejas adultas nuliparas, mediante la técnica de
inmunohistoquimica, utilizando el método avidina-biotina-peroxidasa (ABC). Cortes de 7pm se
incubaron con el anticuerpo primario (anti-TRBI; 1:25; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y un
anticuerpo secundario contra raton hecho en cabra (1:250; Abcam). Se tomaron microfotografias de
los diversos tejidos y tipo celulares para identificar la inmuno-localizacion del
TRB1.RESULTADOS. Se observaron niicleos inmunoreactivos a TRP1 en: 1) células del estroma,
granulosa y teca de foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y de Graaf, asi como
en cuerpos liteos; 2) células epiteliales ciliadas y secretoras, criptas, submucosa y fibras musculares
lisas de todas las regiones del oviducto (fimbria, infundibulo, dmpula, istmo y ttero-tubal); 3)
células epiteliales, criptas, submucosa y fibras de misculo liso del "tero, d) células epiteliales,
submucosa y fibras musculares de las regiones abdominal, pélvica y perineal de la vagina, asi como
en la glandula inguinal y los ganglios paravaginales; y ¢) en células inmunes de todas las estructuras
reproductivas. CONCLUSION. La expresion de TRBI en todas las estructuras reproductivas
femeninas sugiere un rol importante en la produccion. Sus acciones podrian regular la proliferacion
cclular, metabolismo celular y funcion de las células inmunitarias presentes en el aparato
reproductor. Proyecto financiado por CONACyT (EC 106226, JR 487362 AA 367041).
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