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Introduccion

El rol de las hormonas tircideas en la Diabetes Mellitus v la funcion
endocrina del pancreas fue estudiado por primera vez en 1944 por B. A.
Houssay (1). Trabajando con perros parcialmente panceatectomizados, so-
metidos a tratamiento con hormonas tiroideas, observd que adquirian una
forma de diabetes irreversible, que persistia ain después de interrumpir
el tratamiento tiroideo. Llamo a ésta ““Diabetes Metatiroidea”; su meca-
nismo parecia ser un agotamiento pancreitico consecutivo a una sobre-
estimulacion (2). Sus estudios se extendieron en animales sometidos a tiroi-
dectomia y pancreatectomia subtotal simultinea, observando que no se re-
ducia la severidad de la diabetes, sino que la operacion exacerbaba los sin-
tomas, la enfermedad progresaba mas rapidamente y finalmente morian en
hiperglucemia.

A partir de estos experimentos, las hormonas tiroideas han sido con-
sideradas como hormonas diabetogénicas. Numerosos investigadores han
observado la intolerancia a la glucosa asociada con una disfuncion tiroidea,
tanto a nivel clinico como experimental (3-11). Pero el mecanismo por el
cual las hormonas tiroideas llevan a cabo estos cambios es hasta hoy desco-
nocido.

En 1a literatura existe gran nGmero de trabajos del efecto de las hormo-
nas tiroideas sobre la secrecion de insulina. Sin embargo, los resultados pu-
blicados respecto al efecto de la hiperfunciéon tiroidea son contradicto-
rios (4) (10) (13) (14). Por el contrario, la mayoria de los autores estan de
acuerdo con gue en ¢l hipotiroidismo existe una capacidad reducida de la
célula B para secretar insulina (3) (5) (6) (2) (13) (14).

Por consiguiente, tomando como modelo el hipotiroidismo, esta revi-
$ion intenta evaluar los mecanismos a través de los cuales las hormonas tiroi-
deas regulan la secreciéon de insulina.
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CONCEPTOS GENERALES SOBRE LA ACCION
DE LAS HORMONAS TIRCIDEAS

Las hormonas tiroideas (T; v T,;) son aminoacidos iodados sintetizados
en la glandula tiroides, por iodinacion de restos tirosilos de la tiroglobuli-
na (15). En el proceso de sintesis y secrecion, la tiroglobulina es tomada por
las células tiroideas y acumulada a nivel de la tuz del foliculo. Desde alli es
luego captada por esas mismas células mediante un mecanismo de endoci-
tosis, donde el ataque de las enzimas lisosomicas separan los compuestos
iodados de la tiroglobulina. Las hormonas titoideas son asi liberadas a la
circulacion, aunque la mayor parte de la T; plasmatica (80-90 %) deriva de
la conversion periférica de T, vy no de la secrecion tiroidea (186).

Las hormonas tiroideas son transportadas a los diferentes tejidos unidas
a proteinas plasméaticas: TBG (tiroxine binding globuline), la prealbGmina
o TBPA (tiroxine binding prealbumine) y la albimina. Una pequena cantidad
(2 ng % de T4 v 0,4 ng % de T;) se encuentra en forma libre (7). Esta frac-
cion es la que desarrolla actividad biolégica, ya que es tomada y reconocida
por los tejidos ““blanco”. En circulacion se encuentra también la ¥T; o T, re-
versa, también derivada del metabolismo periférico de T,, aunque ésta no
tiene practicamente actividad biologica. En la figura 1, se observan las es-
tructuras de la tironina y sus iododerivados.

La T, es 5 a 10 veces mas activa que la T,, segin sus actividades tiro-
miméticas y afinidades de union al receptor especifico nuclear (18). Si bien
las hormonas tiroideas libres, pueden entrar a las células por procesos de di-
fusion pasiva, el principal mecanismo es el proceso facilitado, dependiente
de un carrier (19).
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F1G. 1. Estructura de la tironina y sus iododerivados. Estructura e identificacién de los
carbonos en la tironina v sus derivados naturales.

Dentro de las células, las hormonas pueden sufrir varios procesos (20):
conjugacion, deiodinacion, desaminacion oxidativa, formacion de iodopro-
teinas. La deiodinacion es la ruta secuencial predominante en el metabolis-
mo de las hormonas tiroideas (20). Este mecanismo se produce por accion
de enzimas que especificamente deiodinan T,; y T para dar tironina libre
e I, Su actividad es regulada por cofactores como los grupos —SH, algunas
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FIG. 2. Vias de deiodinacion para las hormonas tiroideas. Esquema de la posible cascada
del metabolismo de T4 (20).

o Monodeiodinasa del anillo externo.

® Monodeiodinasa del anillo interno.

hormeonas y diversas situaciones de alteracion metabdlica, tales como el
ayuno, el hipotircidismo y la Diabetes Mellitus (16) (21) (fig. 2).

Las hormonas tiroideas modifican casi todos los metabolismos en las
células efectoras (17), lo que se manifiesta a través de profundos efectos so-
bre el crecimiento y la diferenciacion (22) (23). Estos efectos pueden rela-
cionarse con su accidon a nivel nuclear, ya que se han detectado receptores
nucleares de alta afinidad para T, De esta manera, las hormonas tiroideas
son capaces de regular la sintesis de RNAm y proteinas. Estas evidencias
sefialan al nicleo celular como el principal sitio de accion de las hormonas
tiroideas.

Otro sitio de accion de las hormonas tiroideas a nivel celular son las
mitocondrias, donde se han descripto sitios de alta afinidad y baja capaci-
dad para dichas hormonas. A este nivel producen simultineamente un
aumento en el consumo de oxigeno y un desacoplamiento de la fosfori-
lacidbn oxidativa y cambios en la actividad de la bomba de sodio o
Na'-K'-ATPasa.

Por otro lado, ciertos efectos de las hormonas tiroideas descriptos a
nivel de la membrana celular, como flujos i0nicos y transporte de azicares,
son sumamente riapidos y no pueden explicarse a través de sus acciones a
nivel nuclear (25). Para ello se ha propuesto a la membrana plasmatica como
el sitio de accion primario de las hormonas tiroideas (26) (27).

Es razonable suponer, entonces, que las hormonas tiroideas pueden ac-
tuar en multiples sitios de la célula, produciendo respuestas coordinadas que,
finalmente, se expresan en diversas acciones biologicas.

EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LA ESTRUCTURA
Y FUNCION DE OTRAS GLANDULAS ENDOCRINAS

Desde hace tiempo se conoce el profundo efecto que ejercen las hormo-
nas tiroideas sobre el crecimiento y el desarrollo (28). Aunque su mecanismo
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Fi1G. 3. Curva de crecimiento corporal.

Un lote de ratas de 100-120 g de peso corporal se inyectdé con B[~ (700 uCifrata). Al
cabo de 30 dias, algunos animales recibieron terapia sustitutiva con T, (1,75 ug/100 g
peso corporal/dia). Un grupo de ratas del mismo sexo, apareadas por edad, se usé como
control. Cada punto representa la media + ESM del peso corporal individual obtenido en
el momento indicado en las abscisas. Namero de casos para C= 11, H= 27 T = 14.

de accion es desconocido, éste parece ser un efecto sinérgico con la hormona
de crecimiento hipofisario (29).

El hipotiroidismo experimental puede ser inducido en animales como
la rata, a través de una inyeccion intraperitoneal de 3! en solucion fisiologi-
ca (700 uCifrata) (30). El retardo en el incremento de peso corporal en los
animales asi tratados, demuestra claramente el grado de insuficiencia tiroi-
dea, consecutivo a la destruccion de la tiroides (fig. 3). Después de 30 dias,
estos animales (H) tienen un peso corporal significativamente mas bajo
que los animales controles (C) apareados por edad y sexo (170 * 5,4 vs.
245 * 4,3 g). Cuando los animales hipotiroideos son tratados con T,
(1,75 pg/100 g de peso corporal/dia) (30) durante 10 dias, incrementan
significativamente su peso, pero sin alcanzar los valores obtenidos en la curva
por los controles.

Por otro lado, los niveles circulantes de hormonas tiroideas y tirotro-
pina (TSH) confirman el grado de disfuncion tiroidea alcanzado por los ani-
males radioiodotiroidectomizados y tratados con T, (fig. 4 y tabla [). Asi,
es caracteristico del hipotiroidismo primario experimental, una disminucion
significativa en los niveles circulantes de Ty y T; y, concomitantemente, un
incremento en los niveles de TSH. Este perfil de niveles séricos hormonales,
sirve, también, para evaluar la eficiencia de la hormono-terapia sustitutiva.

En el hipotiroidismo se ha descripto una disminucién en la produccion
de T, a partir de T, en varios tejidos, que se recupera lentamente con la tera-
pia sustitutiva especifica (16). Esto explicaria la disociacién observada en
la figura 4, entre el tiempo que tardan los niveles de T, y T, en alcanzar los
observados en animales controles. En estos experimentos, mientras los nive-
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F1G. 4. Niveles séricos de T3, T; y TSH.

Los niveles de T3, T4 ¥y TSH se determinaron en el suero obtenido de los tres grupos ex-
perimentales de la figura 3. Los niveles correspondientes a las ratas H fuevon graficados
al comienzo de 1a curva (tiempo (), mientras que los correspondientes a las ratas C estin
representados a la derecha de la figura, fuera de las curvas. Las curvas representan los ni-
veles de las hormonas en las ratas T tratadas por diferentes periodos con T4 Niimero de
casos: H (n=63),2-10T (n=4),C (n= 59).

les circulantes de T, se normalizan a las 48 h de iniciado el tratamiento, los
de T; recién comienzan a elevarse entre los 4 y 6 dias, alcanzando niveles
similares a los de los controles recién a los 10 dias. La normalizacion de los
niveles elevados de TSH, consecutivos a la falta de retroalimentacion nega-
tiva por T, hipofisaria, sigue una evolucion similar a los de esta altima hor-

TaBLA 1. NIVELES DE HORMONAS CIRCULANTES EN RATAS CONTROLES (C),
HIPOTIROIDEAS (H) Y TRATADAS CON T4 DURANTE 10 DIAS (T).

Hormonas C H T
T3, ng/dl 58,1+ 2,80(59) 20,4+ 2,20(63) 55,6+ 5,60(16)
*
Ta, pg/dl 3,1« 0,16 (59) 06+ 0,06(63) 3.8+ 0,44 (16)
*
TSH, ug/ml 1.078,0 + 117,00 (27) 7.171,0 + 443,00 (34) 790,0 + 146,00 (16)
*
PRL, ng/ml 21,3+ 3,50 (27) 6,3+ 1,20(34) £
*
Insulina, uU/ml 36,5+ 4,40(19) 2477+ 2,60 (19) o
#
Corticosterona, 188,0 + 35,00 (8) 80,7+ 23,00 (3) 167,2: 29,00 (4)
ng/ml . =
Testosterona, 53+ 0,78 (5) 39: 1,15 (4) 46+ 1,06 (6)
ng/ml

Cada calor representa la media * ESM (n = namero de casos).

Cus. H: * P < 0,001, # P < 0,05,

Los niveles de las hormonas mencionadas fueron dosados por radioinmunoanalisis, 0 radiocompeticion
proteica, para el caso de corticosterona,
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mona (31). Esto demuestra la importancia de la deiodinacion de T, a T, a
nivel hipofisario, en la regulacion de la secrecion de TSH.

Aun cuando la tiroidectomia es el modelo mds cominmente utilizado
para el estudio del efecto del déficit de hormonas tiroideas sobre diversos
tejidos periféricos, la insuficiencia secretoria secundaria a otras glandulas
puede, sin lugar a duda, contribuir a la produccion de los cambios metabo-
licos que caracterizan al cuadro general del hipotiroidismo. Este déficit
multi-hormonal no es tenido en cuenta habitualmente en la interpretacion
de los resultados obtenidos en el hipotirodismo experimental o clinico. Ta-
les funciones pueden ser estudiadas a través de los niveles circulanfes de
varias hormonas y de las alteraciones morfologicas de algunas glindulas en-
docrinas (tabla I).

Encontramos, asi, que en los animales hipotiroideos hay una franca dis-
minucion de los niveles de prolactina (PRL) y corticosterona. La extraccion
de sangre para la determinacion de estas hormonas se hizo bajo anestesia,
la que genera un estrés en el animal y que sirve de estimulo para la secrecion
de diversas hormonas (32); por lo tanto, los niveles circulantes detectados

b

F1G. 5. Células tirotropas.

La pituitaria de 4 ratas de cada grupo, C, H y T, fueron seccionadas con el objeto de se-
parar la pars distalis, Este material se fijé6 en Karnovsky y posteriormente en tetroxido
de osmio. Luego el material fue deshidratado y embebido en araldita. Secciones ultrafinas
se colorearon con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron con un micros-
copio electronico Siemens Elmiskop 1.

a) Célula TSH de un animal conirol, con caracteristicas normales. Se observan ademds,
células somatotropas con numerosos granulos de mayor tamafio (X 10.000).

b) Célula TSH de un animal H. Se observa la célula globosa, el reticulo endoplismico dila-
tado conteniendo material moderadamente denso. Los grinulos secretorios son escasos
(x 10.000).

¢) Detalle de parte de una célula TSH de un animal con hipotiroidismo prolongado. El
producto de secrecién suele acumularse en forma de grdnulos densos, conienidos en
el interior de vesiculas dilatadas de reticulo endopliasmico (x 30.000).

d) Pars distalis de un animal T. En la parte inferior se observa una eélula TSH con aspecto
normal. Mis arriba, otra con reticulo endoplismico vesiculoso que indica una hiper-
funcién atin no corregida (x 10.000).
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deben considerarse como de post-estimulo. La disminucion en los niveles
de las hormonas evaluadas en los animales hipotiroideos, concuerda con la
menor respuesta de distintas glandulas al estrés, ya descripta en el hipotiroi-
dismo (32).

Los estudios morfologicos han demostrado la presencia en el hipoti-
roidismo de importantes cambios ultraestructurales en algunas glandulas
endocrinas (33). Asi por ejemplo, las células secretoras de TSH aparecen
hipertrofiadas, la mayoria degranuladas y con grandes zonas de vesiculiza-
cion (fig. 5). Estas células se han denominado TE o de Tiroidectomia (34).
Por otra parte, Gbmez Dumm y col. (33) encontraron, ademds, grandes
masas de granulos secretorios densos rodeados por membrana de reticulo
endoplasmico, asi como también una gran cantidad de lisosomas. De Fesiy
col. (35) estudiaron la cinética de las células TSH y STH durante el desarro-
llo del hipotirodismo y luego del tratamiento con T; de ratas hipotiroideas,
mediante la determinacion del DNA y recuento de células a nivel de micros-
copia electronica. Estos estudios sugieren que el grado de funcion tiroidea
es importante en la regulacién de la sintesis de DNA y replicacion celular
en la pituitaria anterior, aunque el mecanismo de tales cambios es descono-
cido. A pesar del retorno de los niveles de TSH al rango normal en ratas H
tratadas con T,, aiin persiste en ellas algin grado de hiperfuncion de las célu-
las TSH (tabla I y fig. 5). Estos resultados coinciden con los obtenidos en
ratas tiroidectomizadas, tratadas con T; por otros autores (35).

A pesar de la marcada disminucién en los niveles plasmaticos de PRL
hallados en los animales hipotiroideos (tabla I), las células prolactrotropas
no presentan alteraciones morfologicas cuali o cuantitativas. En general,
los cambios morfologicos detectados en una célula hipofuncionante nunca
son tan marcados como los observados en una célula hiperfuncionante. Por
otro lado, en la literatura no figuran estudios previos sobre la ultraestructura
de las células PRL en el hipotiroidismo. Asi, podriamos sugerir que la dismi-

F1G. 6. Corteza adrenal.
Las muestras de corteza adrenal de los tres grupos experimentales fueron procesadas
como se indicé en la leyenda de la figura 5.

a) Corteza adrenal de un animal C, Mitocondrias de una célula de la zona fasciculata con
crestas vesiculares normales {X 30.000).

b} Corteza adrenal de un animal H, Las cresias de las mitocondrias muestran una forma
predominantemente tubular en una distribueién irregular (x 18.000).

¢} Megamitocondria en una célula de la zona fasciculata del grupo H (X 6.000).
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nucion en la concentracion de PRL plasmatica hallada, podria deberse a una
alteracion en el mecanismo de estimulo:secrecion de la hormona.

Las observaciones a nivel de microscopia de luz y electronica de las
células de Leydig, encargadas de la sintesis de testosterona, muestran un as-
pecto normal en los tres grupos estudiados en la tabla I (33). Estos resultados
estdn de acuerdo con los niveles séricos de testosterona en las ratas H. Tam-
poco en este caso existen referencias previas que describan cambios morfolo-
gicos en el hipotirodismo.

La estructura de la corteza adrenal en las ratas H es normal a nivel de
microscopia de luz. Sin embargo, cuando se examina al microscopio electro-
nico, en las ratas H, las células de la zona fasciculata muestran una dismi-
nucion en la cantidad de gotas lipidicas, asi como también importantes cam-
bios en sus mitocondrias. El niimero de mitocondrias estd aumentado, siendo
de mayor tamafo y presentando formas irregulares. Es comin encontrar
también la presencia de megamitocondrias (fig. 6). Estos cambios pueden
relacionarse con la disminucion en los niveles séricos de corticosterona de-
tectados por nosotros, asi como también en la produccion de cortisol
descripta por otros autores (36).

EFECTQ DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LOS NIVELES
DE INSULINA CIRCULANTE Y LA MORFOLOGIA
DEL PANCREAS ENDOCRINO

Varios autores han descripto la disminucion en la insulinemia que acom-
pafia al hipotiroidismo (3) (5) (6) (33) (37). Los resultados presentados en
la tabla I confirman esos datos. Los animales hipotiroideos presentan una
leve, pero significativa disminucion en los niveles de insulina circulante,
mientras que la glucemia no presenta cambios respecto a los controles nor-
males (C: 126,2 = 6,9 (24) vs. H: 119,5 £ 6,0 (24) mg %). En condiciones
metabolicas como las de estos animales (ayuno), donde el aporte exégeno
de glucosa no desempena ningin papel importante, los niveles circulantes
de la hexosa dependen del balance entre el consumo y la produccion endo-
gena. Estos dos procesos estian bajo el control de las hormonas movilizado-
ras (glucagon, glucocorticoides, STH, catecolaminas, etc.) y de depdsito
{insulina) (38). Dado que los niveles de glucosa plasmaticos en animales
controles e hipotiroideos son similares, aun cuando los de insulina son me-
nores en estos (ltimos, es logico pensar en el establecimiento de un nuevo
estado de equilibrio hormonal con niveles mas bajos de todas las hormonas.
También podria aceptarse una mayor eficiencia de los tejidos periféricos
para utilizar la glucosa.

Ambas circunstancias parecen estar presentes en estos animales. Por
un lado, ya hemos descripto la disminucion de PRL y corticosterona en las
ratas hipotiroideas (33). Por otra parte, hemos demostrado previamen-
te (39) que el adipocito del animal hipotiroideo oxida glucosa a mayor ve-
locidad que los obtenidos de animales normales. Sin embargo, en estos ani-
males H, no se observa respuesta a la insulina. Esta falta de respuesta ya ha
sido descripta anteriormente y fue considerada como un defecto post-recep-
tor de esas células (40). De hecho, estudiando la union de 125I-insulina a
adipocitos aislados de ratas controles e hipotiroideas, encontramos un
aumento en la union maxima de los adipocitos H. El analisis de Scatchard,
de estos datos, muestra que esto es debido a un aumento en la afinidad de
los sitios receptores, sin cambios en la capacidad de los mismos (fig. 7). Estos
resultados concuerdan y confirman los descriptos separadamente en la lite-
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Fi1G. 7. Unién de 125[-insulina a adipocitos aislados de ratas controles e hipotiroideas.
Alrededor de 2,105 células/ml fueron incubadas en bujffer Kreebs-Ringer-bicarbonato
(KRB), 1 % BSA, glucosa 10 mM, pH 7,4 con ?5I-insulina {100.000 cpm/tubo}, insulina
fria,a 16 °C por 2 h.

C:EK}{=3108 M-1;KZ=417 107 M-1; R, = 3 9 105 sitios/célula.
H:K}=510% M-1;K,=77 107 M-!; R, = 4 0 105 sitios/célula.
K, : constante de afinidad; R, : capacidad de los sitios.

ratura. Ellos explican la mayor capacidad de las células del animal hipoti-
roideo para utilizar glucosa en presencia de bajos niveles de insulina y la loca-
lizacion en ellas de un efecto post-receptor para responder a esta hormona.

Morfologia de los islotes de Langerhans: la organizacion de los islotes
de Langerhans muestra caracteristicas relevantes en relacidon con los meca-
nismos de secrecion de ingulina. En los mamiferos, los islotes se hallan dis-
persos en el tejido acinar, constituyendo solamente el 1-2 % del parénquima
pancreatico. Son de forma y tamafio variable, presentando un didmetro que
oscila entre 50-300 um (41). Los islotes de Langerhan estan compuestos por
una poblacidon heterogénea de células. Su identificacion es posible sobre Ia
base de técnicas de inmunohistoquimica. De esta manera se han descripto
cuatro tipos celulares, responsables de la secrecion de insulina, glucagon,
somatostatinag y polipéptido pancreatico. La figura 8 muestra un esquema
de la distribucidon y proporcion de las células en un islote pancreitico huma-
nho (42).

Las células B, secretoras de insulina, ocupan preferentemente la parte
cenfral de los islotes. Observindose con el microscopio electronico, mues-
tran granulos de secreecion con una membrana envolvente, separada del con-
tenido del granulo por un amplio halo claro.

Las c€lulas A, secretoras de glucagdn, se distribuyen en la periferia del
islote, as{ como también rodeando los capilares sanguineos que penetran en
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F16. 8. Composicién celular de un islote pancredtico.
El esquema muestra la distribucién y proporcién de las distintas células que componen
un islote pancredtico humano (42).

el mismo. El microscopio electronico revela en ellas granulos de secrecion
densos, rodeados por un estrecho halo claro por debajo de la membrana en-
volvente.

Las células D, secretoras de somatostatina, también se encuentran en
la periferia del islote y junto a los capilares. Al microscopio electronico
muestran granulos de secrecion redondeados, de moderada densidad elec-
troénica, con una membrana envolvente adosada al contenido granular.

Las células PP, responsables de la secrecion del polipéptido pancrea-
tico, se han localizado rodeando a capilares y también en la periferia del
islote, algo mas profundamente que las células A y D. La ultraestructura de
los granulos los muestran de forma redondeada u ovalada, con una membra-
na envolvente adosada al nicleo denso.

Previamente se ha demostrado la disminucion en la secrecion de insu-
lina en el hipotircidismo, a través de estudios in vive o in vitro (3) (&) (6)

TABLA II. ANALISIS MORFOMETRICO DE PANCREAS DE RATAS
CONTROLES (C) E HIPOTIROIDEAS (H).

NeB Ne noB

Grupo Vo VuB VynoB ] p Visl {n)
C 81073 0,64 0,36 0,62 0,48 1716+ 48 (89)
H 10 10~ 0,71 0,28 0,65 0,36 1214+ 70  {80)

Vy = densidad de volumen de islotes,
VB = densidad de volumen de células B.
VynoB = densidad de volumen de células no B.

N:B
- = numero de células B contadas respecto al mimero total de células en cada isiote,
i
N:noB
o = mimero de células no B contadas respecto al nmimero total de células en cada islote.

V isl = volurmnen promedio de islotes en cada grupo experimental,
{n) = namero de islotes contados por grupo,
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Fic. 9. Células B pancreaticas.
La cola de cada grupo de ratas, C, Hy T, puestas en fijador de Karnovsky, fueron diseca-

das bajo microscopio estereoscopico. Los islotes parcialmente separados fueron procesa-
dos como se indicd en la leyenda de la figura 5.

a) Célula B de un animal C, con aspecto normal. Se destacan los tipicos granulos de se-

crecidn, con un contenido denso separado de la membrana envolvente por un amplio
halo claro (X 16.000).

b) Célula B de un animal hipotiroideo. Se observan numercsos granulos de secrecion con
un halo claro anormalmente agrandado. Muchas vesiculas carecen de contenido. En
algunas zonas el reticulo eadopldsmico {(RE) aparece vesiculoso y dilatado (X 10.000).

¢} Células B de un animal tratado con T,, cuyo aspeeto es normal (X 14.000).
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(12-14) (30) (37). Sin embargo, no hay datos en torno a los cambios ultra-
estructurales que puede sufrir el islote pancredtico en esta situacion.

Los estudios morfométricos a nivel de microscopia de luz no revelan
cambios entre los animales controles e hipotiroideos (tabla II) (30). La den-
sidad de volumen de los islotes, la densidad de células B y no B, asi como
también el volumen promedio de islotes, son semejantes en ambos grupos
experimentales. Tampoco hay diferencias en el contenido de proteina de los
islotes aislados de ratas C y H. De estos resultados, se puede concluir, que la
hipoinsulinemia observada no puede explicarse a través de cambios cuanti-
tativos en la poblacion de células B pancredticas.

El estudio a nivel de microscopia electronica de islotes pancreaticos de
ratas C y H, revela los cuatro tipos celulares ya descriptos en el pancreas en-
docrino. Sin embargo, solamente las células B presentan cambios marcados
entre los animales controles e hipotiroideos (fig. 9) (30) (33). Las células B
de las ratas H muestran un gran nimero de granulos secretorios, la mayoria
de los cuales tienen un halo claro de mayor tamafio. Frecuentemente se en-
cuentran vesiculas de tamafio similar al de los granulos, pero sin su caracte-
ristico material denso cental. El reticulo endopliasmico rugoso esta significa-
tivamente agrandado, sugiriendo un aumento en la actividad biosintética.
Confrariamente, no se hallan signos de aumento en la actividad secretoria
de las células B de las ratas hipotiroideas. Este tltimo aspecto esta de acuer-
do con nuestros valores de insulinemia (tabla ) y disminucion en la secrecion
de insulina in vitro (ver més adelante). ]

El tratamiento con T, hasta alcanzar el estado eutiroideo, corrige com-
pletamente las alteraciones ultraestructurales descriptas en las células B del
islote (fig. 9).

Nuestros hallazgos muestran que en la rata hipotiroidea, la disminu-
cion de la secrecion de insulina esta acompaiada por importantes cambios
ultraestructurales de la célula B. Tales alteraciones podrian explicar, al
menos en parte, la disminucion en la secrecion de insulina descripta en el
hipotiroidismo.

Estudios in vitro

MECANISMO POR EL CUAL LA GLUCOSA ESTIMULA
LA SECRECION DE INSULINA

Aspectos generales: la insulina es una hormona polipeptidica, de peso
molecular 5800, sintetizada y almacenada en la célula B de los islotes de Lan-
gerhans del pancreas.

Aun cuando existen otras formas, la secrecion de insulina se lleva a cabo
principalmente en forma de grianulos, por un proceso denominado ‘“‘emioci-
tosis” o ‘‘exocitosis”. Este proceso consiste en la migracion de los granulos
dispersos en el citoplasma hasta la membrana plasmatica, la fusion de las dos
membranas, su ruptura en ese punto y la descarga del contenido del granulo
en el intersticio celular (43). En la figura 10 se observa un esquema del pro-
ceso.

El proceso de secrecion de insulina puede considerarse como una serie
de eventos metabolicos, cationicos y mecanicos (44). Los eventos metaboli-
cos implican, en primer término, el reconocimiento por parte de la célula B
del estimulo de la secrecion de insulina. Es decir, supone la existencia de un
gisterna sensor de la glucosa. En segundo lugar, implica la formacién de se-
gundos mensajeros intracelulares que activan flujos idonicos y la redistribu-
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F1G. 10. Esquema del proceso de secrecion de insulina.

La insulina sintetizada en el reticulo endoplismico rugoso (RER) es transferida al apara-
to de Golgi y luego almacenada en forma de grinulos, Frente al estimulo de glucosa u
otra sefial, los granulos son transportados a la membrana celular a través del sistema de
microtibulos y microfilamentos. Alli se funden las dos membranas y el contenido del
granulo es liberado por la célula B por un mecanismo conocido como exocitosis.

cion de ciertos iones en el interior de la célula B. Finalmente, éstos llevan a la
activacion del sistema motil de microtiibulos v microfilamentos encargados
de la tranmslocacion y exocitosis de los grinulos de insulina, Esta ulterior
etapa involucra también cambios de las propiedades fisicoquimicas de la
membrana celular.

La insulina, al igual que oiras hormonas peptidicas, es sintetizada en el
reticulo endoplasmico rugoso, ubicado a un lado del niicleo. La hormona
es sintetizada como un precursor de mayor peso molecular, la preproinsu-

“lina (PM: 11.500), que es sucesivamente segmentada para dar la proinsulina

(PM: 9.000) y un péptido N-terminal caracterizado por una gran proporcién
de aminodcidos hidrofobicos (45). La proinsulina es transferida a la region
del aparato de Golgi mediante un proceso que requiere energia. Alli es em-
paquetada en forma de “progrinulos’” y se lleva a cabo la protedlisis limitada
de proinsulina. Como resultado de esta digestion enzimatica, la molécula
inicial da lugar a la formacion de insulina y al péptido conector o péptido C.
Se sabe que la glucosa estimula la sintesis de proinsulina en los islotes pan-
creaticos de rata. Esto ocurre principalmente a nivel de la traduccion y en
menor grado también regula la transcripcion (46).

El granulo de secrecion muestra diferentes grados de maduracion: se
habla de ‘‘granulos maduros” o electrdénicamente densos y de ‘“‘granulos
pilidos” o inmaduros (47). Los granulos maduros son transportados a la
membrana celular a través del sistema de microtibulos y microfilamen-
tos (48).

Para que se produzca la emiocitosis, la membrana del granulo de secre-
cion debe fusionarse con la membrana plasmatica de la célula. Dado que las
membranas no tienden a fusionarse espontaneamente, debe existir algin
mecanismo que favorezca este proceso. Tal mecanismo lleva, en Gltimo
término, a la aparicion de una zona o microentorno de estructura rigida o
poco fluida, donde la fusion de las dos membranas es posible (49).

Luego de la exocitosis, tiene lugar un proceso conocido como “‘endo-
citosis mediada por exocitosis’® (50). Por este mecanismo, se lleva a cabo
la incorporacion de segmentos de membrana plasmatica dentro del citoplas-
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ma. Esto le permitiria la célula recuperar los componentes de membrana gra-
nular fusionados con la plasmatica y mantener dentro de limites constantes
la longitud de su membrana y, por consiguiente, el diametro celular.

Caracteristicas del proceso secretorio: la glucosa estimula la secrecion
de insulina en una forma dosis-respuesta que si se grafica, es de tipo sigmoi-
dal (51). Concentraciones de glucosa menores de 3 mM no modifican la se-
crecion basal de insulina. La concentracion de glucosa capaz de superar dicha
secrecion (umbral) esta alrededor de 4-5 mM y la respuesta secretoria maxi-
ma ocurre entre 5-17 mM de glucosa. En esta zona, que coincide con el rango
de concentracion fisiologica de glucosa en sangre, la célula B es extremada-
mente sensible a pequefios cambios en la concentracidon extracelular de
glucosa.

El primer paso en el metabolismo intracelular de la glucosa, implica su
transporte a través de la membrana plasmatica. Kste ha sido definido como
un proceso mediado, con alta capacidad de transporte y especificidad para
D-glucosa (52-55). Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada a
una velocidad que explica su maxima utilizacion por los islotes. A través
de medidas cinéticas, Ashcroft demostrd que el paso limitante del metabo-
lismo es justamente la fosforilacion de la glucosa (56). Por otro lado, el
grupo de Matschinsky (57) encontro que la glucosa es fosforilada por una
glucoquinasa, semejante en sus propiedades a la enzima de higado. Esta
enzima muestra su maxima actividad dentro del rango de concentraciones de
glucosa que existen normalmente en los fluidos extracelulares.

Una vez fosforilada a glucosa-6-fosfato, la via mas importante del meta-
bolismo de la glucosa en el islote es la glicolisis, ya que sclamente 2-4 % del
flujo de atomos de C deriva a la via de las pentosas (58) (59).

Seriales para la liberacion de insulina: son varios los compuestos identi-
ficados como mensajeros que, en el interior de la célula B, son capaces de
acoplar el estimulo a la respuesta secretoria. Entre ellos pueden mencionarse
la actividad de la glucoguinasa (57), intermediarios de la glucolisis {(56), nu-
cledtidos clinicos {(44) (60), compuestos con actividad redox (44) (566) (61)
(62), cambios en el potencial de membrana (63), la calmodulina o proteina
reguladora dependiente de calcio (CDR) (64) (65), inositol-tris-fosfato, PG
y leucotrienos (42).

El rol del calcio en el mecanismo de secrecion de insulina, merece una
consideracion especial. La secrecion de insulina estimulada por glucosa de-
pende de la presencia de Ca?* extracelular (66-68). Dependiendo de la con-
centracion de glucosa en el medio, se produce un aumento en la captacion
de calcio del medio por los islotes aislados. En la célula B en reposo, la con-
centracion citosdlica de calcio es baja (10~7 M) comparada con la existente
a nivel extracelular (1073 M). Frente al estimulo de glucosa, se produce un
aumento en la concentracion del calcio citosdlico (1075 M) (102).

Este aumento es debido, en parte, a un cambio en el balance del flujo
de entrada y salida de calcio a través de la membrana de la célula B (69). Si
bien la entrada es mediada a través de varios canales, la salida de la célula se
lleva a cabo principalmente por accion de una Ca?*-ATPasa, localizada en la
membrana plasmética (70) (71).

Tan importante como estos mecanismos, es el intercambio del cation
entre el citosol y distintas estructuras celulares, como la membrana plasma-
tica, las mitocondrias, los granulos de secrecion, el aparato de Golgi, el re-
ticulo endoplasmico e incluso el nicleo de las células B (69) (72-79).
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Todos los procesos regulados por el calcio son mediados por su union
a la calmodulina (80) (81). En los islotes de Langerhans, la proteina regula
tanto la captacion neta de calcio-inducida por glucosa (82), como el patron
de disfribucion de calcio en las células B (78). Ademas, la ATPasa-depen-
diente de Ca?" es regulada, al igual que otras ATPasas, por la calmodu-
lina (83) (84).

Merece también destacarse, en el proceso de secrecion de insulina, la
participacion de las membranas celulares. Uno de los principales factores
implicados en el proceso de fusion es el “recambio’ de fosfolipidos de mem-
branas (85-89). En los islotes de Langerhans, varios autores estudiaron los
procesos de recambio de fosfolipidos y la secrecion de insulina inducida por
glucosa (90-96). Asi, la incorporacidon de 32P, *H-mioinositol o 3H-glicerol
en fosfolipidos del islote es funcion de la concentracion de glucosa del
medio. Por otra parte, compuestos vinculados con el metabolismo de fosfo-
lipidos, como las prostaglandinas (PG), también son liberados al medio en
forma sincronica a la secrecion de insulina (97). Recientemente, Kelly y
Laychock demostraron la presencia de una serie de PG y compuestos rela-
cionados en homogenado de islotes (98). Ademas, algunas drogas que inhi-
ben la sintesis de PG, modifican significativamente la secrecion de insuli-
na (79) (99).

En conjunto, estos datos sugieren una accion inicial de la glucosa a nivel
de la membrana en el proceso de secrecion de insulina (fig. 11) (79). Su
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F1G. 11. Seiiales involucradas en el mecanismo de secrecién de insulina,

El esquema representa el mecanismo de secrecién de insulina inducido por glucosa, y
algunas de las sefales gue intervienen en el proceso, FLs: fosfolipasas; AC: adenilato
ciclasa; COx: ciclooxigenasa; FDE: fosfodiesterasa; PQ: protefna quinasa; PGs: prosta-
glandinas; CDR: regulador dependiente de Ca o calmodulina (42).
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accion sobre el turnover de fosfolipidos, a través de la activacion de fosfo-
lipasas de membrana, proveeria acido araquidonico para la sintesis de PG
y otros posibles moduladores. El acido fosfatidico y lisoderivados de fosfo-
lipidos de membrana, por su accion ionofora v fusogénica, participarian en
el proceso de emiocitosis. En la figura 11 se muestra también la participa-
cion del ealcio v la calmodulina y su distribucion intracelular.

EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LA SECRECION
DE INSULINA

El estudio de la funcion endocrina del pancreas se puede realizar me-
diante diversas técnicas experimentales. En 1967, Lacy y Kostianovsky (100)
describieron una técnica para obtener islotes desprovistos totalmente de
tejido acinar, por medio de una digestion controlada con colagenasa (fig. 12).

F1G. 12. Islotes pancredticos aislados.
Se observa una preparacion de islotes de Langerhans, aislados por la técnica de digestion
con colagenasa de Lacy y Kostianovsky.

Esta es una de las técnicas mas empleadas actualmente, con la ventaja que los
islotes asi obtenidos, pueden ser no solo incubados por plazos breves, sino,
también, mantenidos en cultivo para estudios a largo plazo.

La disminucion en la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa en
el hipotiroidismo, ha sido estudiada extensamente (3) (5) (6) (9) (12) (13)
(87), aungque el mecanismo de tal alteracion no fue definido. Usando el mo-
delo de ratas radioiodotiroidectomizadas, nosotros estudiamos la respuesta
a la glucosa de islotes aislados de animales controles, hipotiroideos y trata-
dos con T, hasta alcanzar el estado eutiroideo (30) (fig. 13). La glucosa
estimula la secrecion de insulina de islotes obtenidos de los tres grupos estu-
diados. Esta respuesta es mayor en presencia de 16,6 mM que de 3,3 mM de
glucosa. La secrecion de insulina frente a bajas concentraciones de glucosa,
es similar en islotes de ratas C y H y mayor en las ratas T. Sin embargo, en
presencia de 16,6 mM de glucosa, la respuesta de los islotes de ratas H es
significativamente menor gue en los controles. Esta hipo-funcién se corrige
mediante el tratamiento de los animales hipotiroideos con T,

Esta menor respuesta no puede ser atribuida a una simple disminucion
de la disponibilidad de insulina, ya que el contenido de la hormona es simi-
lar en los islotes de ratas hipotiroideas y controles (H: 1.095 = 54 (24) vs.
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F1G. 13. Secrecidon de insulina inducida por glucosa.

Grupos de 5 islotes aislados de diferentes grupos experimentales, se incubaron durante
60 min a 37 °C en 0,6 ml de KRB pH 7,4, 1 % BSA, trasylol ¥ glucosa 3,3 6 16,6 mM.
La preparacion fue gaseada previamente con una mezcla de 95 % O,: b % CO,. Alicuotas
del medio fueron separadas para la determinacién de insulina por radioinmunoensa-
yo (30). C: control; H: hipotiroidismo; T: hipotiroideo tratado con T, Cada barra repre-
senta la media + ESM y el nimero de casos arriba de cada barra. El anilisis estadistico
se llevo a cabo usando el test de t de Student.

C: 1.231 + 68 (29) uU/islote). Por lo tanto, esto sugiere alguna alteracion
localizada a nivel del proceso de estimulo:secrecion de la hormona.

Otra forma de estudiar el efecto de las hormonas tiroideas sobre la se-
crecidon de insulina, es mediante el agregado de estas hormonas al medio
de incubacion o cultivo de islotes. De esta forma se puede analizar el efecto
directo de las mismas a corto o largo término. El efecto directo a corto plazo
no ha sido descripto hasta el momento, por el contrario, Vrbova y Ho-
well (101) enconiraron un efecto inhibitorio de T, en concentraciones supra-

TAsLA ITI. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE T3 SOBRE LA SECRECION DE INSULINA.

Glucosa Insulina T3 (M)
{mM) {(uU/ifh)

3,3 10,8+ 1,0(18) -
13,1+ 1,9(10) 10-13
12,7+ 1,5(10) 10-1t
199+ 28 (8)** 10-9
22,6+ 4,3(10)* 10-7

16,6 317,8 + 32,5 (20) —
327.0+ 12,8 (9) 10-13
287,56 + 31,6 (10) 10-11
201,9 + 14,9 (8)*** 10-9
211,1 = 27,8 (20)* 10-7

Islotes aislados de ratas Wistar, fueron incubados durante 60 min en presencia de las concentraciones
de glueosa y T, indicadas en la tabla. Los valores representan la media * ESM y el nimero de casos
entre paréntesis. ¥1 andlisis estadistico se llevd a cabo usando el test de t de Student.

¥ P <002, % P < 0,01, *+* P < 0,005; respecto a los correspondientes controles en ausencia de T,.
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FiG. 14, Efecto de T; sobre la secrecidon de insulina estimulada por glucosa.

Islotes aislados fueron incubados como se indicd en la leyenda de la figura 13 en presen-
cia de 10-? M de T3 ¥ la concentracion de glucosa indicada en la abscisa de la figura. Cada
barra representa la media + ESM, nimero de casos n= 10,

fisiologicas (1 ug/ml) sobre la secrecidon de insulina de islotes cultivados du-
rante 24 h en presencia de glucosa 20 mM.

Recientemente nosotros estudiamos el efecto de T, en diferentes con-
centraciones, sobre la secrecion de insulina estimulada por glucosa de islotes
de ratas controles (tabla III y fig. 14) (102). Puede verse que el efecto de la
hormona depende de la dosis empleada y de la concentracion de glucosa en
el medio. A concentraciones de 10~° y 10~7 M, la T; potencia significativa-
mente o inhibe la liberacion de insulina en presencia de glucosa 3,3 6
16,6 mM, respectivamente. Este efecto dual se puede ver también en el es-
tudio dosis-respuesta de islotes incubados en presencia de T3 107° M (con-
centracion fisiologica) (fig. 14). En presencia de concentraciones de glucosa
basales (2-8 mM) el efecto es estimulante, a 12 mM no se observa efecto y
frente a concentraciones de 16,6 mM de glucosa hay una franca inhibicion
en la secrecion de insulina. _

Si el defecto secretorio de los islotes de ratas hipotiroideas fuera debido
a la falta de hormonas tiroideas, cultivando estos islotes en presencia de
T; y/o T, la secrecion de insulina deberia reponerse, tal como ocurre en
los experimentos in vivo con la administraciéon de T,. Para probar esta hipo-
tesis, islotes provenientes de animales controles e hipotiroideos fueron man-
tenidos en cultivo, en presencia de concentraciones de glucosa de 7,8 mM.
Al igual que los islotes obtenidos inmediatamente después del sacrificio de
los animales, los islotes de ratas H mantenidos en cultivo durante 7 dias,
liberan menos insulina que los provenientes de ratas C {fig. 15). Esta dife-
rencia entre islotes de animales C y H desaparece luego de 7 dias de cultivo,
como consecuencia de la disminucién en la liberacion de insulina que expe-
rimentan los islotes controles. Esta disminucion de la respuesta secretora en
funcion del tiempo de cultivo, ya ha sido descripta previamente por diversos
autores (103). El agregado al medio de cultivo de T, y T3, a la inversa de
lo observado luego de la terapia sustitutiva administrada in vivo, no corrige
esa alteracidon. Por el contrario, las hormonas tiroideas agregadas al medio
de cultivo acentilan aun mds la disminucidon en la respuesta insulinica de los
islotes provenientes de animales hipotiroideos.
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F1G. 15. Liberacién de insulina por islotes incubados.

Islotes aislados de ratas controles e hipotiroideas, fueron cultivados en medio RPMI 1 640
con 10 % de suero fetal inactivado por calor y giucosa 7,8 mM y T3 + T4 cuando se
indica.

HTc'1 = Ty + T4 en concentraciones de 0,6 ng/ml y 30 ng/mil, respectivamente {concen-
tracién fisiologica),

HT,, = T; + T4 en concentraciones de 20 ng/ml y 1 ug/ml, respectivamente (concentra-
clon suprafisiologica).

Cada punto representa la media + ESM, n= 3 casos.

Todos estos estudios muestran que las hormonas tiroideas tienen un
efecto directo sobre la secrecion de insulina, aunque por el momento no po-
demos definir cuadl es su mecanismo de accion.

MECANISMQ DE ACCION DE LAS HORMONAS TIRGIDEAS
SOBRE LAS SENALES INTRACELULARES INVOLUCRADAS
EN LA SECRECION DE INSULINA

El aumento en la concentracion de glucosa extracelular produce un
aumento en la secrecidon de insulina. Como ya se menciond, para que se
produzca una respuesta adecuada al estimulo, la célula B del islote dis-
pone de un conjunto de senales intracelulares que acoplan la respuesta al
estimulo. En la literatura, no existen estudios previos del efecto de las hor-
monas tiroideas sobre estas sefiales en el pancreas endocrino.

Por nuestra parte, usando siempre el modelo del hipotiroidismo, estu-
diamos los efectos sobre el calcio, el metabolismo de glucosa y fosfolipidos
de islotes aislados (30) (104).

Metabolismo de glucose; 1a produccidon de *CO, de los islotes aisla-
dos, a partir de '“C-glucosa, aumenta frente al incremento de la glucosa en
el medio, de 3,3 a 16,6 mM (fig. 16). Los islotes de animales hipotiroideos
muestran una disminucién, estadisticamente significativa, en la produccion
de !4CO,, tanto en presencia de bajas como altas concentraciones de glucosa,
frente a los islotes controles.

En presencia de glucosa 16,6 mM, la produccion de #CO, por islotes
obtenidos de ratas T y C, esta dentro del mismo rango, Sin embargo, esta
produccion es mis alta que los controles en presencia de 3,3 mM de glucosa,

Diversos autores han sefalado la importancia de la fosforilacion inicial
de la glucosa {(56) (57) ¥ su posterior metabolizacion, para que el aumento
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F1G. 16. Oxidacién de glucosa.

Grupos de 20 islotes aislados de cada grupo experimental, fueron incubados por 2 h a
37°C en 150 ul de KRB con (U-1%C)-glucosa (1,2 6 6 uCi/tubo) en presencia de 3,3 6
16,6 mM de glucosa. La produccién de *CO; fue medida como se indicd (30). C: con-
troles; H: hipotiroideas; T: tratadas con T,4. Cada barra representa la media + ESM y el
nimero de casos arriba. El andlisis estadistico se realizé usando el test de t de Student.

en la concentracion extracelular de la hexosa, se acomparie de una correcta
liberacion de insulina. Por lo tanto, la disminucion en dicha oxidacion des-
cripta en nuestro trabajo, seria una de las responsables de la hiposecrecion
de insulina observada en los islotes de animales hipotiroideos.

Captacion de calcio: el aumento en la concentracion de glucosa del
medio de 3,3 a 16,6 mM, provoca un incremento en la captaciéon de #°Ca2*
por islotes aislados de ratas controles, hipotiroideas y tratadas (fig. 17). En
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F1G. 17. Captacion de 45Ca?",

De cada lote de ratas en estudio, se aislaron grupos de 100 islotes e incubaron en 300 ul
de KRB, pH 7,4, 1 % BSA, glucosa 3,3 6 16,6 mM y 45Ca?* {20 uCi) durante 90 min a
37 °C. Al final de este periodo se sacd el medio de incubacion y reemplazd por el mismo
medio sin 45Ca2*. Después de 5 lavados sucesivos, se transfirieron los islotes en grupos de
10, a viales de centelleo para la determinacion de la radiactividad retenida dentro de ellos.
C: conirol; H: hipotiroideo; T: hipotirocideo tratado con T,4. Cada barrera representa la
media + ESM y el niimero de casos arriba de las barras, El anidlisis estad{stico se realizd
usando el test de t de Student.
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presencia de bajas concentraciones de glucosa, el calcio acumulado en is-
lotes de ratas H es similar al de los controles. Sin embargo, con altas con-
centraciones de glucosa, los islotes de ratas H muestran una disminucion
significativa en la captacion de *5Ca?*, respecto al control. Nuevamente, el
tratamiento con T, corrige este defecto, alcanzandose en los islotes de ratas
tratadas, niveles semejantes a los controles en presencia de glucosa 16,6 mM.
En cambio, se encontré un incremento estadisticamente significativo res-
pecto a los controles, a nivel basal.

No se conoce exactamente cOmo, el incremento de glucosa extracelu-
lar produce un cambio en el flujo bidireccional de calcio a través de la mem-
brana plasmatica de las células B. Tales cambios redundan en una retencion
neta de calcio a nivel intracelular. En este proceso, la accion de la glucosa se
halla relacionada con la calmodulina. Drogas que inhiben la accion de esta
proteina (79) (105-109) o la captacion de calcio, disminuyen la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa.

Nuestros datos demuestran que la captacion neta de calcio esta dismi-
nuida significativamente en los islotes provenientes de ratas hipotiroideas.
Por lo tanto, la alteracion en el flujo de calcio, ya sea directamente o a tra-
vés de una interaccion con la calmodulina, seria otra alteracion metabdlica
capaz de contribuir a la produceion de la menor secrecion de insulina obser-
vada en los animales hipotiroideos. Aunque los cambios en el metabolismo
de glucosa podrian afectar, en forma secundaria, la captacion de calcio, no
podemos descartar la posibilidad de una accion directa de las hormonas ti-
roideas sobre este proceso en el islote, como ocurre en otros tejidos (110).

Metabolismo de fosfolipidos: en islotes provenientes de ratas contro-
les, estudiamos la composicion de las distintas fracciones de fosfolipidos
(tabla 4) (104). El contenido de fosforo de fosfolipidos de islotes de ratas
hipotiroideas es significativamente menor que el de las ratas controles. Esta
diferencia se debe principalmente a los cambios en fracciones de fostatidili-
nositol (PI) y fosfatidiicolina (PC).

TaBLA IV. CONTENIDO DE P DE FOSFOLIPIDOS DE ISLOTES AISLADOS
DE RATAS CONTROLES (C) E HIPOTIROIDEAS (H).

Fasforo (ng/i)

Fosfolipido
C H
PS 0,8+ 0,16 0,5+ 0,02
P 0,7+ 0,02 0,5 + 0,02%*
PC 2.0 0,04 1.4+ 0,09%
PE 1,4+ 0,06 09+ 0,12
TPL 49+ 0,14 3,3 £ 0,03%%

-

Los lipidos de 700 islotes aislados de cada grupo experimental, fueron extrajdos y separados como se
indied (104).

P8: fosfatidil serina; PI: fosfatidil inositol; PC: fosfatidil colina; PE: fosfatidil etanolamipna; TPL:
fosfolipidos totales, Cada dato representa Ia media + ESM para dos experimentos hechos por triplica-
do. El anilisis estadistico se realizé usando el fesi de t de Student,

# P < 0,05, ** P < 0,01 ; respecio al grmpo control.

El recambio de fosfolipidos estudiado a través de la incorporacion de
3H-glicerot en fosfolipidos de islotes, es similar en ambos grupos cuando los
islotes son incubados en presencia de glucosa 3,3 mM (C: 267,4 + 13,9 vs.

191



ACTA BIOQUIMICA CLINICA LATINOAMERICANA Vol. XXI, N¢ 2, 1987

TABLA V. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE 3H-GLICEROL
INCORPORADO EN FOSFOLIPIDOS DE ISLOTES.

% 3H-glicerol incorporado

Grupo
P8 PI PC PE

Glucosa 3,8 mM

C 2,5+ 0,38 5,9 + 0,51%* 66,2+ 2,34 254 265

H 2,1+ 0,22 6,1+ 0,85 66,3 = 3,11 25,6+ 0,82
Glucosa 16,6 mM

C 3,7+ 0,59 13,3+ 0,21 588+ 2,04 24,3 + 2,81

H 1,7 + 0,04a 6,4 + 043¢ 65,8 «+ 0,56b 26,0 + 0,42

Grupos de 50 islotes aislados de ratas controles {(C) e hipotircideas (H) fueron incubados por 60 min
en 1 ml de buffer KRB, glucosa 3,3 6 16,6 mM v 5 6 25 uCi de *H-glicerol (10 mCi/mmol), respectiva-
mente. Al final del periodo de incubacidn, los islotes fueron sonicados y los lipidos extraidos como se
indicé (i 04). Cada valor representa la media + ©SM de tres experimentos hechos por triplicado. El ana-
lisis estadistico se realizdé usando el test de t de Student.

* P < 0,05, ¥* P < 0,001; respecto al control incubado con glueosa 16,6 mM,

aP<005bP <002, cP<0,001;C vs. H en presencia de glucosa 16,6 mM.

H: 254,5 * 18,6 dpm/islote/h). Contrariamente, en presencia de glucosa
16,6 mM, los islotes de animales controles, incorporan mayor cantidad de
3H-glicerol que los islotes de ratas hipotiroideas (C: 486,2 + 30,3 vs. H:
340,9 + 12,4 dpm/islote/h; P < 0,001). El porcentaje de *H-glicerol incor-
porado en las diferentes fracciones de fosfolipidos del isloie, muestra un
patron similar (tabla V). En presencia de bajas concentraciones de glucosa
no se encuenfran diferencias significativas, pero con glucosa 16,6 mM, los
islotes controles muestran un aumento significativo en la incorporacion de
H-glicerol en la fraccion de PI, uno menos importante en PS y una marcada
disminucién en los niveles de PC. Este efecto estimulador de la incorpora-
cion de glicerol en fosfolipidos no se obtiene en los islotes provenientes de
ratas hipotiroideas.

La importancia del metabolismo de fosfolipidos en el islote ya ha sido
comentada. Recientemente, Best y Malaisse (111) resumieron los datos dis-
ponibles en la literatura, sugiriendo el rol regulatorio del turnover de fosfo-
lipidos en el mecanismo de secrecidn de insulina inducido por glucosa. De
acuerdo a nuestros resultados, el reducido efecto de la glucosa sobre la secre-
cion de insulina en el estado hipotiroideo, podria deberse, en parte, a la mo-
dificaciéon en la composicion de fosfolipidos y a las alteraciones en el furn-
over de fosfolipidos observada en los islotes pancredticos. Nuevamente, en-
tonces, las hormonas tiroideas se hallarian involucradas en el control de una
de las sefiales importantes en el mecanismo de secrecion de insulina.

ACCION INTRACELULAR DE LAS HORMONAS TIROIDEAS
EN LOS ISLOTES DE LANGERHANS

La terapia sustitutiva con T, es capaz de retrotraer tanto las alteracio-
nes ultraestructurales de las células B en el hipotirdidismo, asi como también
las correspondientes a la oxidacion de glucosa y captacion de calcio. Por con-
siguiente, ésta es una evidencia experimental que permite sugerir una impor-
tante correlacion entre el déficit secretor de las células B y la disponibilidad
de hormonas tiroideas. Sin embargo, el modelo hasta aqui descripto, si bien
sugiere la posibilidad de un efecto directo de las hormonas tiroideas sobre el
islote, no permite aseverarlo con certeza.
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Para tratar de responder a este interrogante, y dado que no existen en la
literatura estudios previos al respecto, se realizaron nuevos experimentos. El
efecto directo de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de insulina indu-
cida por glucosa a corto y largo plazo, ya ha sido descripto. Comentaremos
ahora los estudios acerca de la union de 1251-T; a islotes aislados y la deiodi-
nacion de 125[-T, por los mismos.

Binding de hormonas tiroideas: el primer pasc en la aceion de las hor-
monas tiroideas en cualquier tejido, es su entrada en la célula “‘blanco’ (19)
y ulterior union a sitios receptores especificos. Aungue tradicionalmente, el
locus hormonal fue considerado de origen nuclear (22), actualmente hay
suficiente avidencia experimental para aceptar gue existen también recep-
tores en las mitocondrias {(24) y la membrana plasmatica (26) (27).

Si la T;, que es la hormona tiroidea mas activa, tiene una accion direc-
ta en los islotes de Langerhans (tablas III, IV y fig. 14), deberian existir
sitios de unién que funcionen como receptores. Los ensayos preliminares
de caracterizacion de estos sitios en islotes aislados incubados con 1251-T,, se
ven en la figura 18 (102). La union de '25I-T, a los islotes, es directamente
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F1G. 18. Unién de 125[-T; a islotes aislados.

Islotes aislados de ratas Wistar se incubaron bajo diferentes condiciones experimentales
con 12517, en KRB-glucosa 3,3 mM pH 7,4. La separacion de la hormona libre de la
unida se realizé como se describe en otra parte (102). La unién inespecifica se midio
en presencia de T3 104 M. La union se estudié en funcién de: a} namero de islotes;
b} hormona marcada; ¢) tiempo de incubacién v d) temperatura de incubacion.

Cada punto representa la media + ESM de 2-3 experimentos, cada uno hecho por tri- -
plicado.

UT: unioén total; T: cuentas totales agregadas a cada tubo.
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¥16. 19. Unién de T3 a islotes en funcion de la concentracidon de glucosa.

{zrupos de 20 islotes aislados fueron incubados en 200 1l de KRB con glucosa 3,3 &
16,6 mM, pH 7 4, 125I-T3 (50.000 cpm/tubo) con o sin T3 fria (10-% M), durante 30 min
a 37 °C. Cada barra representa la media + ESM de 4 experimentos hechos por triplicado.
El andlisis estadistico se realizé usando el test de t de Student.

*: representa la diferencia entre la unién especifica de islotes incubados en presencia de
glucosa 3,3 v 16,6 mM.

*%: {dem para la unién total.

proporcional al numero de islotes empleados. Es también lineal con la con-
centracion del trazador empleado y con la temperatura de incubacion entre
4y 37-°C,

El binding total v especifico (TB y SB, respectivamente) también se in-
crementa linealmente en funcion del tiempo de incubacién hasta los 30 min.
Sin embargo, el binding inespecifico (NB) alcanza un méximo a los 15 min
de incubacién, permaneciendo constante a partir de ese tiempo. Por lo tanto,
se eligio un periodo de 30 min para los siguientes experimentos.

Una caracteristica de este sistema, es que la union especifica es depen-
diente de la concentraciom de glucosa del medio (fig. 19), siendo mayor en
presencia de 16,6 mM que de 3,3 mM de glucosa. Diferentes concentraciones
de glucosa en el medio, no afectan la union inespecifica.

La unidn de 25T, se estudio en presencia de diferentes concentracio-
nes de T3 no marcada, en el rango de 10710 3 10~* M, en presencia tanto de
3,3 como de 16,6 mM de glucosa (fig. 20). El binding maximo (en ausencia

TABLA VI. DATOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE SCATCHARD
PARA LA UNION DE T; A ISLOTES AISLADOS.

Pardmetro Glucosa 3,3 mM Glucosa 16,6 mM

Kl 2,1 107 0,77 10°
R! 5,1108 5,1 109
K2 3,3 105 0,3 105
R2 7,4 1012 22 101

K, = constante de afinidad (M~1).
R = capacidad de los receptores (sitios/100 ug proteina).
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FiG. 20, Curva de desplazamiento de 1251-T; unida a islotes.

Islotes aisiados fueron incubados como se indico en la leyenda de la figura 19, en presen-
cia de concentraciones crecientes de T3 fria.

de T; fria) es mayor cuando los islotes son incubados frente a altas concen-
traciones de glucosa. Este binding disminuye progresivamente a medida que
aumenta la concentracion de T, fria. La forma de las curvas de desplaza-
miento son diferentes para los experimentos con glucosa 3,3 6 16,6 mM
de glucosa. En ambos casos, su pendiente sugiere la existencia de mas de un
sitio de union.

El analisis de Scatchard de estos sitios revela la presencia de dos clases
aparentes de sitios de union, uno de alta afinidad y baja capacidad y otro de
baja afinidad y alta capacidad. La tabla VI resume los datos obtenidos de
este andlisis.

Debido a las caracteristicas de la preparacion “cruda™ empleada, nues-
tros valores de constantes deben considerarse como provisionales. Sin em-
bargo, varias propiedades de los sitios de binding para T; reiuerzan la pro-
babilidad de su existencia real y sugieren que ellos estin ligados a la accion
de las hormonas sobre los islotes de Langerhans. Previamente se han des-
cripto en otros tejidos la existencia de sitios de alta y baja afinidad, similares
a los encontrados en los islotes (22) (24) (26) (27) (112-116). En nuestro
caso, las propledades de los sitios de union de T, son fuertemente influidos
por la concentracidon extracelular de glucosa, un regulador bien conocido
de la funcion del islote.

Por otro lado, las propiedades de estos sitios recuerdan los cambios en

el binding de T, ya descriptos, de acuerdo al grado de utilizacion de la gluco-
sa por las células (117).
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Ademas, las afinidades relativas de los sitios de unién a T; en los islo-
tes, guarda una estrecha correlacion con la concentracion de T, necesaria
para modificar la respuesta secretoria de los islotes al estimulo de glucosa
(tablas ITI y IV). Este hecho refuerza la idea de una posible interaccion entre
log sitiog de binding a 'T; y la respuesta fisiologica en islotes pancréaticos.

Deiodinacién de Tiroxina: varios autores han considerado a la Tiroxi-
na (T4) como una hormona precursora de la Ty (16) (18) (20). Su accidon se
lleva a cabo a través de su deiodinacioén a nivel del higado y otros tejidos pe-
riféricos (20) a una forma biologicamente mas activa, la T, La existencia
de sitios receptores para T; no necesariamente implica la presencia de tal
sistermna deiodinante de T,.

E]l metabolismo de T, por islotes, se estudia incubando islotes aislados
en presencia de 12°I-T, y glucosa 3,3 & 16,6 mM (tabla VII) (102). Estos
estudios revelan que los islotes son capaces de deiodinar T, produciendo
Ty, Ty e I, La produccion de T4 y rT; es dependiente de la concentracion
de la glucosa en el medio, siendo significativamente mayor en presencia de
glucosa 16,6 mM.

TABLA VII. DEIODINACION DE !25]-T, POR ISLOTES AISLADOS.

% de radiagctivided total en el cromatograma

Glucosa

(mM) Origen I- T T, Ty

3,3 345+ 0,01  7,08+0,18 248:004 7233:401 383008
16,6 388+ 0,06 1221+083 482:003 6276:178 579z 0,38

Grupos de 100 islotes aislados de ratas Wistar, fueron incubados en 500 pl de buffer KRB, pH 7.4,
con glucosa 3,3 6 16,6 mM v 1 uCi de 1251-T, {actividad especifica: 100-150 uCi/ug) durante 60 min
a 37 °C, en oscuridad, Al final de este periodo, 1os istlotes fueron lavados y procesados como se indi-
cd (102). Cada valor representa la media * ESM, n= 4. El andlisis estadistico se Yevd a cabo usando el
test de t de Student. Comparacién entre grupos incubados con glucosa 3,3 vs. 16,6 mM:

Crigen: no significativo.

I-: P < 0,005,

T, P < 0,05,

T, no significativo.

T,: P < 0,005,

El efecto de la glucosa sobre la deiodinacion de T, ha sido atribuido
a la provisidbn de NADPH a través de la via de las pentosas {(20). Sin embargo,
recientemente se ha sugerido que la molécula de insulina per se puede esti-
mular la deiodinacion de T,. Dado que la via de las pentosas es operativa en
los islotes de Langerhans y la concentracidon de insulina es la mas alta alcan-
zada en el cuerpo, ambas explicaciones son compatibles con el efecto de la
glucosa sobre el metabolismo de T,.

Considerando la actividad especifica de !2°I-T, utilizada y el contenido
de proteinas del islote, puede calcularse que la produccion de T, a partir
de T, es de 5.000 y 7.800 pg/mg de proteina, en presencia de glucosa 3.3
6 16,6 mM, respectivamente. Estos datos son mas altos que los descriptos
por otros autores en distintos tejidos. Por ejemplo, Harris (118) encontrd
que se producian 64 pg de T;/mg de proteina a partir de T4 en el higado.
Pensamos que la alta capacidad deiodinante del islote responde a necesi-
dades metabdlicas propias y no alcanzaria para proveer de T, al resto de los
tejidos del organismo, ya que en masa, el pancreas endocrino constituye
aproximadamente el 1 % del pancreas total. '
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Estos resultados indican que los islotes son capaces de regular tanto
la relacion como los niveles intracelulares de las iodotironinas activa e inac-
tiva. La presencia de tal fino mecanismo aporta mas argumentos para pensar
en una accion local de las hormonas tiroideas sobre los islotes pancreaticos.
De esta manera, ellas pueden jugar un rol regulatorio directo sobre la secre-
cién de insulina, a través de su metabolismo intracelular y posterior inter-
accion con receptores especificos localizados en los islotes de Langerhans.

Conclusiones

De acuerdo con lo hasta aqui expuesto, queda claro que las hormonas
tiroideas modifican la secrecidén de insulina en respuesta a la glucosa. Su
modo de accién se traduce tanto a nivel periférico (indirecto) como local
{directo) sobre el pancreas endocrino.

La regulacion periférica se explica a través de cambios generales en la
homeostasis endocrino-metabolica. La disminucion en los niveles eirculantes
de hormonas tiroideas actuaria a nivel insular, probablemente a través de
cambios metabdlicos generales. Dichos cambios modificarian la produccién
de sefiales en el interior de la célula B, responsables del acoplamiento esti-
mulo:respuesta, con la consiguiente disminucion en la liberacion de insu-
lina.

La presencia de un mecanismo insular de deiodinacion de T, y recep-
tores especificos de T,, explicarian la accion directa de las hormonas tiroi-
deas en los islotes de Langerhans. Esta accidon se manifiesta a través de una
modificacion de la secrecidon de insulina que depende de la concentracion
de glucosa en el medio extracelular:potenciadora con glucosa baja, sin efec-
to con glucosa 12 mM e inhibidora en presencia de 16,6 mM.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y los obienidos por otros
autores, ereemos que se puede sugerir la siguiente hipotesis:

En el animal normal, las hormonas tiroideas regulan la funcion del
pancreas endocrino por un doble mecanismo, directo o local e indirecto a
través de cambios metabolicos producidos en la homeostasis del crganismo.
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