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I. INTRODUCCZ. T X
1. GENERAIIDADES
1.1 Hormonas y su importancia,
Una hormona es un mensajero quimicae, producide por una glinduia,
que va a ser transportada por el torrente sanguineo hacia el sitio de accidn

o célula blanco.

Las hormonas junto con el sistema nervioso central son los responsa-
bles de la integracién de los procesos que permiten el foncionamiento nor-
mal de los mamiferos. Por comsiguiente la sintesis, secrecifn, efectos
fisioldgicos, mecanismo de accifn y destino metabblico de las hormonas
son temas significativos parz el conocimienfo de los fenfmenos reguladores

y de control del metabolismeoe intermediario.

1.2 Tipos de hormonas de acuerdo a su sitio de accibén celular.

Podemos dividir a las hormonas arbitra-iamente de acuerdo a su sitio
de accibn celular en:

a) ac%uenas que tienen la capacidad ce enirar a la c€lula como las
hormonas sexuales y los glucocorticoides ¢,

b) las que actlan a nivel de la memtrana plasmitica como las catecola-
minas y las hormonas peptfdicas.

En general, las hormonas que son permeables a la membrana plasmi-
tica ejercen su accifn en un periodo de tiemmpo largo (horas~dias), y tienen

Treceptores en el citosol o a nivel del nécles v su efecto lo ejercen alterando

la expresifm del genoma, modificindose as? la sintesis ce proteinas, {fig.I.1).



2
Algunas de estas hormonas, como las hormonas tirocideas y los glucocorti-
coides ademéfs de sus propios efectos tienen la capacidad de alterar la res-
pruesta celular a ciertas hormonas del segundo grupo (efecto llamado permi-
sivol.

El segundo grupo de hormonas actu2n mis ripidamente, (en cuestién
de segundos) y su mecanismo de accidn lo ejercen uniéndose a receptores
especificos localizadss en la cara externa de la membrana plasmitica, el
complejo hormona-receptor esti acoplado a un sistema {ransductor también
localizado en la membrana plasmitica, que promueve la sefial a través de la
generacidn o liberacifn de otra substancia efectora o segundo mensajero intra-
celular que actila alterando la velocidad de rutas enzimiticas yz estableci-
das, (fig. I.1).

El efecto permisivo de las hormonas de accibn larga puede realizarse
al modificar el nimero de receptores en la membrana, la afinidad de la hor-
mona por su recepior, el mecanismo de acoplamiente entre el complejo hor~
mona-receptor y £l sistema transductor o la accibn directa del segundo men=-
sajero.

1.3 Mecanismosg de accifn de hormonas que actian en la membrana plasmé-~
. tica.

Se conocen dos mecanismos generales de transduccidén hormonal: uno
bien caracterizado a través del sistema adenilato ciclasa utilizando 3%, 5'~
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) como segundo mensajero y otro

recién postulado que achia provocando un recambio en la membrana de la
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poza de fosfatidilinesitol (PI), una entrada de Ca2¥extracelular v moviliza-

cibn de los depdsitos de CaZ¥ intracelular.

exterior interior

Activacion de enzimas
'

. é
. -
Hnp— |, algun ofro efectoc ., Alteracion de
| intracelular vias metabolicas

ARN mensajero
+

Sintesis de Proteinas

Hp

Fig. I,1 SITIOS DE ACCION HORMONAL., Hormona
permeable (Hp), Hormona no permeable (Hnp), Recep~
tor especifico para Hnp (Rnp), Sistema transductor
(T'), Sistema efector (E).

1,3.1 Sistema AMP ciclico.

En este sisterma la interaccifn hormona receptor provoca 1z estimulaw
cién o inhibicibn de 1la adenilato ciclasa, enzima que se encarga de la con-
versifn de ATP en AMPc en el interior de la c€lula (1), (fig. 1.2}

Sin embargo, por estudios recientes (2,3) se sabe que dichos recepto~
res y la adenilato ciclasa forman parte de un complejo integrado también
por una protelna gapaz de activar o inhibir a 1a adeniiato ciclasa v que con-
tiene un sitio de unién a GTP, por consiguiente aunque no en todos los casos,
la respuesta inmediata a la interaccifn hormona~receptor se inicia con la

formacibfn de un complejo cligomérico que controla la actividad de Ia unidad



catalitica de la adenilato ciclasa, {fig. I1.2).

Las modificaciones en los niveles de AMPc¢ son detectados {por ley de
accién de masas) por una serie de enzimas llamadas protein cirasas {(PK),
(4). Estas PK estan formadas por dos tipos de subunidades, unas de reco-
nocimiento del AMPc o reguladoras y otros con actividad catalitica. Al ele-
varse log niveles de AMPc las subunidades reguladoras se asocian con este
nucledtido ciclico liberéndose las subunidades cataliticas, las cuales se ac-
tivan por este proceso y desencadenan una cascada de fosforilaciones de en~
zimas reguladoras que resultan en cambios tales como estimulacifn de la
glucogenolisis (activacidn de la fosforilasa) o inhibicién de la glucogénesis
(inhibicibn de la glucBgeno sintetasa). Al disminuir los niveles de AMPc el
nueclaftido ciclico se disocia de las subunidades cataliticas deteniéndose el
proceso. Las enzimas reguladoras vaelven a su actividad basal al ser ata-

cadas por fosfatasas especificas.

1.3.2 Sistema PI-Ca2¥,

En este sistema se cree que el recambio de fosfatidilinositol en la
membrana plasmitica la vuelve permeable a la entrada de Ca2¥extracelular,
y que ademZs provoca un movimiento de Ca2fintracelular hacia el citosol
provocando respuestas celulares como la activacibn de la fosforilasa b kina-
sa dependiente de Ca2+{5,8), y de otras protein cinasas dependientes de Ca2-+

resultando los efectos fisiol8gicos provocados por 1z hormona, {fig. I.2}.
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‘FIG. I.2. MEGANISMOS DE ACCION DE HORMOUNAS
QUE ACTUAN EN LA MEMBRANA PLASMATICA,

En el presente trabajo se estudiari el efecto que el estado tiroideo

tiene sobre la capacidad de la célula hepftica de responder a una serie de

hormonas,. que actian por diferentes mecanismos de accibn, para evaluar

as{ la respuesta general de la célula,

Antes de profundizar en el problema de modulacibn tiroidea se men-

cionari brevemente las propiedades generales de las hormonas a estudiar.



2. HORMONAS ESPECIFICAS A ESTUDIAR.

2.1 Epinefrina.

La epinefrina es secretada por la médula suprarrenal, las células cro-
mafines y las fibras simpéticas posganglionares. Estructuralmente perte-
nece al grupo de las catecolaminas, esti formada por el grupo catecol y una

cadena alifitica, la etil, metil, amina, que tiene en la posicién p un grupo

hidréxilo. oH _ CHy
CH—CH,— N
NH
HO
oH
EPINEFRINA

Se sabe que la epinefrina es agonista de los cuatro tipos de receptores
adrenérgicos conocidos hasta la fecha of 1» A2, f1 Y B 2. Lios receptores
p parecen ser isorrecepiores, ya que ambos {(pr1v B 2) acitlan activando
a la adenilato ciclasa, incrementando por consiguiente los niveles intrace-
lulares de AMPc. En cambio los subtipos de receptores o adremérgicos
actian de diferente manera: el ¢ » inhibe a la adenilato ciclasa disminuyen-
do los niveles de AMPc y el o j parece estar asociado al sistema Ca ZfPI,
.

En general los receptores © producen vasoconstriccidn, y los P
vasodilatacibn y aumento de la frecuencia cavdiaca. La epinefrina parece

ser la hormona de las grandes urgencias que adem#s de los efectos cardia-



cos estimula el metabolismo v el r.ego sanguineo para los miisculos esque-
1&ticos.

La principal accidn de esta hormona en higado es la regulacién del me-
tabolismo de carbohidratos, estimulando la gluconeogénesisy la glucogenoli-
sis e inhibiendo la glucogénesis , aunque también actlia sobre oiras vias me-~
tabdlicas como Iz ureogénesis. Lios efectos anteriores se pueden deber a la
interaccifn de los receptores Y ;, P ¥ Bo adrenérgicos, dependiendo es-
te efecto de la especie, edad, tejido, etc. En higado de rata la activacibn de
las anteriores vias metablicas se efectfia a través de receptores o ; adre-

fuérgicos (8, 9, 10).

2.2 Glucagon.

El glucagon es una hormona producida por las células ¢ de los islotes
de Langerhans del pincreas; quimicamente es un polipéptido de una sola ca~
denz de 29 aminoficidos con peso molecular de 3500.

Egta hormona tiene receptores especificos en la membrana plasmética
que actilan a través del sistema adenilato ciclasa, incrementfndose los nive-
les intracelulares de AMPc. Sin embargo, evidencias recientes sugieren gae
no solo el AMPc interviene en el mecanismo de transduccifn de ia hormona
sino que pueden existir otros factores, ain desconocidos, que también tengan
una funcibn importante en este sistema, (11).

El glucagon actiia principalmente en higado y tejido adiposo, encargin~

dose de incrementar la glucosa y los dcidos grasos en sangre; acelera la
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glucogenolisis, la gluconecgénesis y la ureogénesis hepiticas (12) y la Li-

pblisis en tejido adiposo.

2.3 Vasopresina u hormorna antidiurética.

Es un 2ctapéptido producido por las c€lulas nerviosas de los nficiess
suprabptico y paraventricular del hipotélamo, luego se transporta a Iz neu-
rohipdfisis donde se almacenz para ser excretada.

Se han sugerido dos tipos de receptores para esta hormona, uno {¥32)
que actla por una estimulacifn de la adenilato ciclasa (13} y otro (V}) 2 tra-
vés del sistema Ca2%PI, {5.6,14).

El efecto fisiolégico mis importante de esta hormona se ejerce scbre
rifidh actuando como antidiur€tico al acelerar la velocidad de reabsorcién
de agua (12).

En higado de rata tiene 1a capacidad de regular el metabolismo hep§-
tico, estimulando procesos como la gluconeogénesis, la glucogenolisis y ia
ureogénesis, efectos que son mediados a trav€s del tipo de receptores Vi,

¥y que son estrictamente dependientes de Ca2*extracelular, (15,16,17).

2.4 Angiotensina II,

Angiotensina II es un octapéptido con actividad presora cuya sintesis
es un proceso complejo que depende de una sustancia secretada por los ri-
fones: la renina, la cual tiene actividad erzimética sobre el polipéptido an-

giotensinbgeno que se secreta por el higado. La renina corta un decapéptido
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1lamado angiotensina I el cual no exhibe actividad presora, sin embargo el
plasma contiene una enzima, la angiotensinasa que libera an dipéptido His-
Leu de la terminacién carboxilica de angiotensina I dando Iugar al octapép-
tido agiotensina II, {12).

Angiotensina I puede actuar a través de dos tipos de receptores, unc
asociado a la adenilato ciclasa de manera inhibitoria (11, 18) y otro al sis-
tema Ca thI, (11, 15, 16).

Adem%s de su efecto presor que es el mfis importante, angictensina I
también actiia directamente en la glindula suprarrenal estimmlando la secre-
cién de aldosterona (12).

Entre los efectos metabdlicos que puede tenerr en higado se encuentra
la capacidad de estimular ia gluconeogénesis, la ghicogenolisis y la ureo-

" génesis. Su accibn al igual que la de vasopresina depende de una concentra-
cidn Ifinite de Ca??¥ extracelular. Para ambas hormonas la dosis-respues-
ta a PI es independiente de iones Ca.z"', pero no asi log efectos metab8licos,

(6, 11, 19},

2.5 Hormonas Tiroideas,

La glindula tiroides secreta dos hormonas: 3~5~3'=triyodotirenina
(T3) y tiroxina (T4), T3 v T4 son sustancias yodadas derivadas del amino -
fcido L-tirosina, sus sintesis es una respuesta a las sefiales recibidas
del hipotilamo, el cual sintetiza una hormona reguladora de la liberacifn

de tirotropina (TRH), que mediante la estimnlacién de la pituitaria anterior



10

libera tirotropina, que va a actuar en receptores especiiicos en las clulas
de la glindula tiroides incrementando la acumulacifn intracelular de AMPc
para estimular la produccifn de las hormonas tiroideas, {20}, -

Uno de los mecanismos de accibn de las hormonas tiroideas es contro-
lar la expresidn genética. Las hormonas entran a la célelza y se un-en ala
cromatina para estimular la transcripcibn, incrementfndose la sintesis de
protefnas. Se han identificado para Ia unién de las hormonas dos tipos de
receptores, uno que forma parte de la membrana mitocondrial y el segundo
en el citosol, cada uno de estos sitios de accifn tiene una funcibn distinta
para los efectos fisioldgicos v metabblicos.

Las hormonas tiroideas provocan un aumento en la velocidad del metabo-
lismo basal y en el consumo de oxigeno, consecuencia del incremento en 1z
velocidad de varios sistemas enzimfticos. Este incremento probablemente

se deba no a una accidn directa de la hormonasobre las enzimas, sino a la

estimulacién de la sintesis de las protefnas involucradas.

3. MODULAGCION TIROIDEA DE LA RESPUESTA HORMONAL HEPATICA.
3.1 Antecedentes,

Las hormonas tiroideas ademfs de ser fundamentales para el creci-
miento normal de los mamiferos y de tener una funcibn muy importante ex
el metabolismo energético, tienen la capacidad de modular la respuesta de
diversos tejidos a una gran variedad de hormonas; por ejemplo en corazbn
de rata el hipotiroidismo aumenta el componente ¢{ adrenérgico y disminuzye

el componente B adrenérgico de la accidn de epinefrina. Kunos postula
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que este efecto se debe a que las hormonas tircideas producen una "inter~
conversibén' de los receptores v P adrenérgicos en el miocardio (21).

En tejido adiposo de rata se incrementa la respuesta P a las cateco-
laminas durante el hipertiroidismo, mientras que en el hipotiroidismo hay
una marcada reduccidn en la habilidad de las P catecolaminas de incremen-
tar los niveles intracelulares de AMPc, Malbon et al. (22) sugieren que las
hormonas tiroideas no alteran la actividad catalitica de la adenilato ciclasa
ni el nimero o la afinidad de los receptores P en tejido adiposo, sino que
el efecto 1o ejercen regulando el mecanismo de acoplamiento entre los re-
ceptores g y 12 adenilato ciclasa, y que ademis mo se afecta la respuesta

ol adrenérgica.

De la misma manera que en tejido adiposo de rata, en adipocitos ais-
* lados de hamster tampoco se ven alterados los efectas o 2 adrenérgicos,
mientras que la respuesta g si sufre m?diﬁcacicnes {23). En este tipo de
tejidos las hormonas tiroideas no provocan una interconversién de los re-
ceptores ® vy p adrenérgicos, sino que en todos los casos la respuesta F

se ve alterada sin afectar 1a respuesta 0[] 6 o 3 adrenérgica.

3.2 Respuesta hepitica.

Por el contrario al patrdn de respuesta seguido durante ei estado tirsi-
deo por tejido adiposo y corazdn, en higado de rata el hipotiroidismo provo~
ca un aumento en la respuesta B adrenérgica.

Malbon et al, han estudiado la activacidn hormonal de la glucbgeno
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Z
iosforilasa en hepatocitos =zislados de rata hipotiroidea, encontrando que no
se altera la habilidad de la fenilefrina {un o agonista), ni de la epinefrina para
activar a la enzima, mientras que la activacidn por isoproterencl (un
agonista), se incrementa 100% respecto al control, (24). Sin embargo, Pre-
iksaitis y Kunos observaron que el incremento en sensibilidad al isoprotere-
nol se ve acompafiado de una disminucién en sensibilidad a los & agonistas
postulando que los receptores 0( v P adrenérgicos sufren un recambio de
manera reciproca, aumentando el nimero de receptores P y disminuyendo
los del & , (25).

A pesar de los estudios referentes al efecto de las hormonas tiroideas
en la modulacién de la respuesta a otras hormonas, no se ha podido postu~
lar una teorfa general que lo explique, ya gue en algunos casos se explica-
ria como la variacibn en el nimero de receptores y en otros como la alte-
racibn del sistema de acoplamiento entre los receptores y 12 adenilato ciclasa
No obstante existe una clara evidencia de que cualesquiera que sean los fac-

tores involucrados, el efecto es especifico para cada tejido.

3.3 Objetivos del trabajo.
a) Determinar el efecto de glucagon, epinefrina, angiotensina I v va-
sopresina en las siguienteg vias metabblicas: glucogenolisis, gluconeogéne~
- Ld » » Y » -
sis y ureogénesis mediante curvas dosis-respuesta en hepatocitos aislados
de ratas en los tres estados tiroideos ( eu, hipo e hiper tiroidismo).

b) Determinar el tipo de receptor adrenérgico, efectuando curvas do-

sis-respuesta 2 epinefrina con y sin antagonistas de los receptores o 1 ¥ F
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adrenérgices {prazosina y propranoclol respectivamente), er las condiciores

citadas en {a).

-

c) Evalnar el mecanismo de transduccidn de las hormonas determi-
nando los niveles intracelulzres de AMP ciclico y el recambio de fosfatidil-

inositol.

d) Evaluar la respuesta intracelular 2 los segundos mensajeros AMT

hY

ciclico y GaZ¥utilizando efectores como el dibutiril AMP cfclico (Bt AME <)

y el ion8foro para Ca2t A-23187.



II. MATERIALZS YMETODOS

1, SUSTANCIAS

Las sustancias utilizadas se obiavieron de los siguientes laboratorios:
l-epinefrina, l-propranolol, l-isoproterenol, Arg-vasopresina, angiotensina
II (forma humana), dibutiril AMP ciclico, l-lactato, ornitina, glutamina,
ureasz, glucosa oxidasa, peroxidasa, 6-n-propil-2-tiouracilo y triyodotiro-
nina de Sigma Chem. Co. Prazosina y glucagon de Pfizer y El Lilly res-
pectivamente, El ionbforo A-23187 de Calbiochem, La colagenasa y la sero
alb@imina de bovino (fracéit'm V) de Worthington y Reheis, respectivamente.

(3aJ AMP cfclico y (32 P] Pi de New England Nuclear,

2. ANIMALES

Se usaron ratas hembras de Iz raza Wistar de aproximadamente 200 g,
alimentadas ad libitum con alimento para ratas Purina. EI hipotiroidismo
se indujo dando de beber a ratas control agua con 0.015% de 6-n-propil-2-
tiouraciio de23 z 40 dfag y el kipertiroidismo por administracifn subcutfnea

de 50 Pe de triyodotironina/dosis 43 v 24 horas antes de cada experimento.

3. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS. Método de Berry and Friend (26}
modificado por Tolbert et al. {14}.
Los animales fueron anestesiasiss por inhalacifn de cloraformo para
abrir el abdomen y poder camular Ia vena porta. El higado fue lavado con

buffer Krebs-Ringer-bicarbonazo sin Ca?¥(pH=7.4) y después se perfundid

recirculando por 20 minutos 3T =1 de buffer Krebs~Ringer-bi carbonato y
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15 mg de colagenasa. Todo el procedimiento se realizb en un aparato de
perfusifn a 37°C y con geseo constante con una mezcla 95% oxigeno/5%CO;.

El higado se transfirid a una caja petri de plistico con un poco de buffer
Krebs-Ringer-bicarbonato y alblmina 21 1%, las células se dispersaron
cuidadosamente con la boca de un tubo pequeiio de piistico. La suspensidn
de células se filtrd con tela de nylon ¥ se centrifugd tres veces por un minu-
to a baja velocidad en una centrifuga clfnica, para lavar las células se uti~
1iz8 el buffer con albiimina obteniéndose 40-50 mg de cdlulas/ml (peso hiimedo)
en cada preparacibn.

La viabilidad de 1as células se determind utilizando colorante azul de

trypano.

4., PARAMETROS METABOLICCS

Para los tres parimetros metab8licos se incuba i ml de suspensidn de
células con las sustancias ensayadas en atmbsfera $5% oxigenc/5% CQ; en
tubos de pléstico tapadas a 379C y con agitacifn constante por 60 minutos.
La incubacifn se termina colocando la suspensidn en agua helada. Para la
determinacibn de glucosa o urea se centrifuga la suspensidn por 1 minuto
en la mixima velocidad en una centrifuga clinica y del sobrenadante se toma

la muestra.

4.1 Glucogenolisis.

La incubacibn de las células se realiza en buffer Krebs-Ringer-bicar~
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bonato v zlblimina al 1%, Para determinar la degradacibn de giuchgeno, las
ratas se utilizaron alimentadas ad libitum y los experimentos se realizaron
entre las 8 y las 10 de la mafana. Los niveles de glucdgeno en rata control
fueron 4.56% 0.2 mg de glucdgeno/100 mg de higado, en las ratas hipotiroi-
deas se encontrd un aumento de 195 respecto al control (5.41% 0.2 mg de
glucbgeno/100 mg de higado, p¢0.005 vs comida control), en las ratas hiper-
tiroideas hay un descenso del 92% (0.38% 0.07 mg de glucBgeno/100 mg de
higado, p¢ 0.001 vs c'omida control) .

La glucogenolisis se detectd ensayando glucosa en el sobrenadante
tomando previamente una muestra 2l tiempo cero de la incubacidn, valor

que ge resta de los valores de tiempo 60.

4.2 Gluconeogénesis.

Para determinar la gluconeogénesis, las células se incubaron en buffer
Krebs-Ringer-bicarbonato enriquecide con I=lzctatc 10 mM como susirato.
La produccibn de glucosa que no fue 2 partir de este sustrato se midid utili«
zando un control sin lactato, y fue aproximadamente el 15% de la produccifn
total, valor que se restd en cada caso de los valores obtenidos con l-lacta*o.

Los animales utilizados se ayunaron 24 horas antes del experimentc
para depletar la poza de gluc8geno encontrando un descense apreximadamente
de 96% respecto a ratas control comidas {0.17%0.02y 0.15 ¥ 0.01 mg de
gluc8geno/100 mg de higado, p <0.001 vs comida control, rata control ayu-

nada y rata hipatiroidea ayunada respectivamente}.
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Las ratas hipertiroideas @ pesar de gue tienen niveles de fuchreno mmy
bajos sin ayunar, también se ayunaron 24 horas antes del experimento para

tener a todos los animales bajo las mismas condiciones.

4,3 Ureogénesis,

El medio de incubacidn Krebs-Ringer~bicarbonate, alblimina 1%, glu-
cosa 10 mM, se suplementd con glutamina 10 mM y ornitina 2 mM como
sustratos para la sintesis de urea.

Los animales fueron utilizados a cualquier hora del dia alimentados

ad libitum.

5., METODOS ANALITICGCS
5.1 Determinacibn de glucosa. Método de Fales (27).

Tomar una alfcuota del sobrenadante de 25 § 50 pl directos para gluco-
neogénesis y 25 § 50 }11 dilnidos 1:3 para gluco'genolisis,

Afiadir 0.3 ml de reactivo glucosa-oxidasa (glucosa-oxidasa 2.7 U/ml,
peroxidasa de ribano 5.2 U/ml, diciorhidrato de o-diansidina 0.78 mM en
buffer glicerol-fosfatos pH = 7.0), agitar y esperar 1 hora, después de este
tiempo desarrollar color agregando 2.7 ml de HZS O4 5N vy leer en el espec=
tofotbmetro a 540 nm.

Los resultados se interpolan en una curva patron de glucosa (b =0.0012,
m= 0.0029, rZ= 1.0) y se expresan exn nmoles de glucosa/mg de células

{peso himedo), La curva patrén se rezliza en cada experimento.
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5.2 Determinacifn de urea. M#étodo de Gutman v Bergmeyer {28).

Tomar una alfcaota del sobrenadante de 50 .ul, afiadir 100 }11 de ureasa
(2 mg/ml en solucibn al 50% en glicerol) y 150 pl de buffer de fosfatos pH = 7.5,
agitar y tapar, incubar 20 minutos a 37°C. Desarrollar color agregando
5 ml de solucién de fenol 0.106 M-nitroprusiato 0.17 mM y 5 mi de hipoclo=
rito de sodio 11 mM, tapar, agitar y esperar 30 minutos, leer en el espec=-
tofotbmetro a 575 nm.

Las lecturas de absorbancia se interpolan er una curva patrdn de urea
{b=~0.003, m=0.0036, r2=0.99)y se expresar en nmoles de urea/mg de

células (peso hfimedo). La curva patrdn se realiza en cada experimento.

5.3 Acumulacién de AMP ciclico. Método de Gilman (29).

Para la determinacifn de la acumulacidn de AMPc, las c€lulas fueron
incubadas por dos mimutos en presencia de las sustancias a estudiar y teofi=
lima 100 }:LM.

La incubacifn fue parada con 100 J1 de HC1 2N, hervidas por 1 minuto
y después enfriadas y neutralizadas con 100 Jl de NaOH 2N/

Tomar una alicuota de 20 pl del sobrenadante y afiadir 10 pide [31-1] AN
y 10 }11 de la proteina de unibn, agitar y reposar en bafio de hielc por 1 hora.

El AMPc libre se separd de acuerdo al método de Brown et al. (30),

afiadiendo a la muestra anterior 0.5 ml de solucidn de carbono acztivadoe
albfimina (2:1) en buffer de fosfatos pH = 6.0 frfo, zgitando y centrifzgando por

5~ 10 minutos a 5000 rpm.
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Vaciar el sobrenadante en viales y 2fiadir 5 ml de l{quido de centelleo

(31),

5.4 Marcaje de PI,

Para el estudio de 1a incorpcraciﬁn de F'Z'P] Pi en el fosfatidilinositol,
las células fueron incubadas con 10 FCifml [32]?] Pi y las sustancias a estu~

diar por 60 minutos.

Los Hpidos del tejido hepitico se separaron con una mezcla de cloroformo-
metanol {2:1 v/v) usando como fase acuosa KHp;P Oy 100 mM, para la separacién
de los fosfolipidos se uso una cromatografia en capa~fina (32), despu@s la

sflica gel fue raspada y abadida a viales con 5 ml de Iiquido de centelleo (31). .

6. METODOS ESTADISTICCS
Los resultados presentados son el promedio de 2-£& preparacionss de
células ¥ el error estindar, determinfndose cada punto por duplicado en

cada una de las preparaciones.

Para determinar si Ia diferencia entre los animales controles y los sx~
perimentales era estad{sticamente significativa se uso la prueba t de

Student.



III. RESULTADOS

Para confirmar el estado tiroiden en las ratas se determinaron los ni-
veles de T en suero¥, encontrindose para las ratas control 62% 9 ng/dl,
mientras gue la administracién de T3 por 48 h proveca una elevacifm a 357+
38 ng/dl {(p €0.001 vs comtrol), y en las ratas hipotiroideas se observa una
disminucifn a 11% 6 ng/dl {p < 0.001 vs control).

Ademfs de los niveles de ‘1‘3 en sangre, los diferentes estados tHiroideos
provocan cambios tanto en la viabilidad como en el niimero de c€lulas, los
hepatocitos aislados de ratas hipertireideas no presentan cambio en el nfi-
mero de cElulas/mg (peso hiimedo) (6.3% 0.50 X 104, 7.1t 0.64 X 104,
ratas eutiroideas e hiperiiroideas respectivamentej, pero si en la viabilidad
de las clulas (90~95% en ratas eutiroideas, 60-70% en ratas hipertiroideas}),
probablemente debido al aumento en ef requerimiento de oxfgenc que se pre-
senta durante el hipertiroidismo. Por el contrario Ios hepatocifos de rata
hipotiroidea son mucho mfs resistentes (viabilidad » 95%) aunque el tamafio
disminuye con el consiguienie aumenio en el nimero de cdlulas/mg (peso

hiimedo) {(1.28% 0.19 X 105, p< 0.003 vs control}.

Las curvas dosis-respuesta parz Iz ureogénesis comparando los agonistas
adrenérgicos epinefrina { « y 8 ) e isoproterenocl { 8 } se presentan en la
fig 3.1, Corvera y Garcfa-Sinz repo-iaron previamente que la estimulacidn
de la urecgénesis por epinefrina en hepztocitos a2isizgos de rata eutiroidea
es mediada a través de receptores a; adrenérgices {25), sin embargo du-
% 'Trabajo realizado er el Dpto.

de Endocrinologfa del Instituto

Nal. de Cardiologiz con laayuda
de José& Luis Boyer



-

et

rante el hipeiiroidismo hay un aumento Ze la respuestz S adrenérgica sin
modificacidn de la  a; adrenérgica presexnte en el eutiroidismo,

En el estado hipertiroideo no hay estimulacifn por el agonista £ y la
respuesta a epinefrina no se ve modificada més que en sensibilidad puesto
que la curva dosis-respuesta esti recorrida un orden de magnitud a2 la dere-
cha con respecto al eutiroidismo.

El esindio de los antagonismos (fig. 3.2) indica que la respuesta a epi~
nefrina esta mediada tanto en el hiper cormno en el eutircidismo a través de
receptores 2 j adrenérgicos, ya que se puede cbservar que el efecto se
bloquea con el antagonista = adrenérgico prazosina, mientras que el pro-
pranolol { un antagonista g adrenérgico} no lo modifica, sin embargo en el
hipotiroidismo ambos receptores tienen un papel imporiante en la produccibn
de urea, ya gue la respuestia no se bloguea totalmente por ninguno de los dos
antagonistas. Propranolol disminuye la respuesta apraximadamente 25% y
prazosina aproximadamente 40%, mientras que cuando s€ bloguean los dos

tipos de receptores si hay un abatimiento de la estimulacibn.

Al estudiar el siguiente parimetro metab8lico, la gluconeogénesis
(fig. 3.3}, se observaron pricti camente los mismos resultados que en la
ureogénesis, en el hipotiroidismo isoproterenol tiene un efecto mayor que
en el ez e hipertiroidisams., En la fig. 3.4 se ve que el componente prin-
cipal durante la estimulacidn de la gluconeogénesis en el hiper y eutiroidismo

es el =; adrenérgico, aunque el § tiene cierto efects. Sin embargo, en el
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hipotiroidismo cuando sv Glogquea el componente ¢; adren@rgico y epinefrina
actla solo a través del receptor § la respuesta es considerablemente mayor

¢ 2 en los otros estados tiroideos,
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FiG. 3.1

CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EL EFECTO DE EPI-
NEFRINA (0—0) E ISOPROTERENOL (#—8) SCBRE LA
SINTESIS DE UREA. Se usaron hepatocitos aislados de
ratas hipotiroideas (HIPO), eutiroideas (EU) e hipertiroi-
deas (HIPER). Los resultados se expresan como el por=-
centaje sobre el valor basal de la sintesis de urea, la cual
fue 40% 4, 32%2 y 29 % 4 nmol de urea/mg (peso hiimedo)
en células de ratas hipo, eu e hiper tiroideas respectiva~
mente,
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FIG. 3.2

EFECTO DE LCS ANTAGONISTAS ADRENERGICOS SOBRE
LA ESTIMULACION POR EPINEFRINA DE 1L.A UREOGENESIS.
Se usaron hepatocitos aislados de ratas hipotiroideas (HIPO),
eutircideas {EU} e hiperiiroideas (HIPER). Ei efecto de ia
concentracifn mixima de epinefrina 10-5M (EPI) se antagoni-
z8 con prazosina 10-5M {PRAZ), propranolol 10-5M (PROP) v
con conceniraciones iguales de ambos antagonistas. Los re-
sultados se expresan como el porcentaje sobre los valores ba-
sales de la sintesis de urea presentados al pie de la fig. 3.1,
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FIG. 3.3
CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EIL EFECTO DE EPI.
NEFRINA (0—0) E ISOPROTERENOL (@) SOBRE LA
GLUCONEOGENESIS. Se usaron hepatocitos aislados de
ratas hipotiroideas (HIP O), eutiroideas (EU) e hipertiroi-
deas (HIPER). Los resultados se expresan como el por-
centaje schre log valoresz basaleg de la gintegis de gluco-
sa a partir de lactato, los cuales fueron 29% 3, 37%5, ¢
40% 4 nmoles de glucosa/mg (peso hiimedo) en células de
ratas hipo, eu e hipertiroideas respectivamente.
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Las curvas dosis=respuesta a epinefrina e isoproterenol para la glucoge~

nolisis se presentan en la fig. 3.5. Solo se puede observar efectos en hepa-

tocitos de ratas hipo y eutircideas, ya que el valor basal de glucosa en hepa~

tocitos de ratas hipertiroideas es muy pequefio (7.0 * 2,67 % 9 nmol glucosa/

mg células (peso himedo), ratas hiper 7y eutiroideas respectivamente), y.no
se ve modificado por concentraciones mfiximas de sustancias como epinefrina,
isoproterenol o glucagon. Para encontrar la causa de esta disminucibén en el
valor basal de glucosa se determinaron los niveles de glucfgeno en higado,
encontrindose en el hipertiroidismo un abatimiento del 92% en la poza de gln-
c8geno respecto al control (0.38% 0.07 y 4.56% 0.10 mg/100 mg de higado
{peso hiimedo) en ratas hipertiroideas y ratas control respectivamente). Ademis
de que se ha reportado que el estado hipertiroideo esti asociado con una dismi«
mucibn de 1a habilidad de los hepatocitos para regponder a una variedad de hor-
monas glucogenolfticas, p. ejem. la activacibn de la ghicSgeno fosforilasa en
respuesta a la estimulacibén por isoproterenol, fenilefrina, glucagon o epine-
frina estd disminuida en hepatocitos cuando se administra T3 a ratas (33).

Al igual que en la gluconeogénesis, la degradacifn de glucbgeno en el
eutiroidismo se encuentra asociade adem#fs del componente &; adrenérgico
que es el principal, al receptor 8, (fig. 3.5), en la fig. 3.6, el estudic de
los antagonismos demuestra que al bloquear el componente a«y adrenérgico
persiste una ligera respuesta a epinefrina, mayor que cuando se blogquean am-
bos receptores, sugiriendo estos datos que en el mismo tejido puede haber vias
metabblicas que se regulen a través de una poblacién heterogénea de receptores

adrenérgicos, ya que unas vias son sensibles sblo a un tipo de receptor
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{ureogénesis al), y oitras pueden ser reguladas por ambos tipos de receptores

siendo mis sensibles a un tipo de ellos {gluconeog€nesis y glucogenolisis aj

¥y B ).
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FIG. 3.4

EFEGCTO DE L.0OS ANTAGONISTAS ADRENERGICOS SOBRE
LA ESTIMULACION DE LA GLUCONEOGENESIS POR EPI-
NEFRINA. Se usarcn hepatocitos aislados de ratas hipotiroi-
deas (HIPO), eutiroideas (EU) e hiperiiroideas (HIPER). Las
indicaciones sobre la nomenclatura de las barras se dan en la
leyenda de la fig. 3.2 y los valores basales de 1a sintesis de
glucosa a partir de lactato en la leyenda de Ia fig. 3.3.
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También se determind en este parfmetro el efecto del jondforo para calcio

£.23187 a2 concentracidn 10 pAL, para probar la respuesta intracelular a las
sefiales del ion, encontrindose una estimulaci®n er la produccifn de glucosa
respecto a el valor basal de 170 & 0% (p<0 .001 vs control) en el eutiroidismo,
mientras que no tiene ningun efecto en el hipotiroidismo (114 * 295, diferenciz
no significativa}, el ionb8foro solo puede ser probado en la glucogenolisis, ya
gue inhibe tantoc ureogénesis como gluconeogéresis.

Adernfs del efecto del iondforo £-23187, parza valorar la respuesta de las
c€lulas a hormonas que actun a través de una movilizacibén de Ca?? se pro-
baron los péptidos presores vasopresina y angiotensina II, las curvas dosis-
respuesta se presentan en las figuras 3.7, 3.8 v 3.9 para ureogénesis, glucorneo-
génesis y glucogenolisis, encontrando que en los dos primeros durante el
hipertiroidismo la respuesta a las dos hormonas se ve disminuida,

Durante el hipotiroidismo ni vasopresina ni angiotensina II provocan esti-
mulacifn en ninguno de los tres parimetros {glucogenolisis, gluconeogénesis
v m=reogdnesis), no chstante 1a curva dosis-respuesta del recambio de PIL
{fig. 3.10) para las dos hormonas as{ como para epinefrina no se modifica.
Por consiguiente las células responden a vasopresina o angiotensina II hechando
a andar el mecanismo de transduccibn, provocando el recambio de PI, pers
no as? para la respuesta metab8lica intracelular. Es decir, estas células

parecen ser refractarias a las sefales por iones Galt ,
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FIG. 3.5

CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EL EFECTO DE EPINE-
FRINA {0~<) E ISOPROTERENCOL (8—#8) SOBRE LA GLUCOGE-
NOLISIS. Se usaron hepatocitos aisladeos de ratas hipotiroi-
deas (HIPQO) y eutiroideas (EU}. ILos resuliados se expresan
sobre el valor basal de la sfntesis de glucosa las cuales son
57% 5y 67 £ 9 nmol de glucosa/mg (peso hitmedo) en c€lnlas
de ratas hipo y eutiroideas respectivamente,
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F1G. 3.6

EFECTO DE LOS ANTAGONISTAS ADRENERGICOS SOBRE LA
ESTIMULACION DE LA GLUCCGENCLISIS POR EPINEFRINA,
Se usaron hepatocitos aislados de ratas hipotiroideas (HIPO} vy
eutiroideas (EU). Las indicaciones sobre la nomenclatura de
las barras se dan en la leyenda de la fig. 3.2 y los valores ba-
sales de la sintesis de glucosa en la leyenda de Ia fig. 3.5.
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FIG. 3.7

CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EL EFECTO DE VASCPRE~
SINA (VASO), ANGIOTENSINA II (ANGIOII} Y GLUCAGON SO-
BRE LA UREOGENESIS. Se usaron hepatocitos aislados de ratas
hipotiroideas (0—0), eutiroideas (1) e hipertiroideas (#-#). Los
resultados se expresan como el porcentaje sobre los valores ba-
sales de la sintesis de urea presentados en la leyenda de Ia fig.

3‘1.
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FIG. 3.8

CURVAS DOSIS -RESPUESTA PARA EL EFECTO DE VASCPRE-
SINA (VASO), ANGIOTENSINA II (ANGIO II) Y GLUCAGON SOBRE

LA GLUCONEOGENESIS. Se usaron hepatocitos aislados de ra-
tas hipotiroideas (0—0), eutiroideas (0—0) e hipertiroideas {m—m).
L,os valores basales de la sfntesis de glucosa a partir de lactats

ge dan en la leyenda de la fig. 3.3.
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FIG. 3.9

CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EL EFECTO DE VASCOPRE-
SINA (VASO), ANGIOTENSINA II (ANGIC I} Y GLUCAGON SOBRE
LA GLUCOGENOLISIS. Se usaron hepatocitos aislados de ratas
hipotiroideas {0—0) y eutircideas {o0—O). Los valores basales de
1a sfntesis de glucosa se dan al pie de la fig. 3.5.
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FIG. 3.10

CURVAS DOSIS-RESPUESTA PARA EL EFECTO DE EPINE-
FRINA (EPI), VASOPRESINA {VASO) Y ANGIOTENSINA I
(ANGIO II), PARA EL MARCAJE DE FOSFATIDILIDNCSIT OL

{P1} CON 2p] Pi. Se usaron hepatocitos aistados de ratas
hipotiroideas {[c—0), eutiroideas ‘5~ e hipertircideas )
Los resultados se expresan como el porcentaje de 1os valo-

res basales de 1la incorporacidn de [32}?1 i en el PI, los
cuales faeron 15,770 & 3720, 15,430% 3500 y 8370 + 170 cpm/
100 mg de células (peso hitmedo! en ratas hipo. eu e hiperti-

roideas respectivamente.
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FIC. 3.11

A PARA EL EFECTOMDE EPINE-

FRINA (EPI), ISOPROTERENOL (ISO) ¥ CLUCAGON (CL T
EN LA ACUMULACION DE AMP CICLIGC. Se usaron células

aisladas de =ztas hipotirsid

1y

deas {0—0), cutirsideas (o=

hipertiroideas ().
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FIG. 3.12

CURVAS DOSIS-RESPTEISTA PARA EL TFECTO DE DIBUTIRIL~
AMP -CICLICO (Bt cA"';‘ SOBRE LA GLUCOGENOLISIS (PANEL

Yy

A), GLCCOVEOGENZSZS PANEL B} ¥ T TREOGENESIS PANEL C}.

Se usarsa hepatocitos at s°ados de rates upotiroideas (—C), euti~

=) e hipertircideas @—M). ILos valores basules de la

roideas (500
actato yurea se dan en

sintesis de glucosa, glusssa a partir de 1
las leyexndas de las figs. 3.1, 3.3, 3.5.
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La magnitud de Ia respuesta a giucagon (fig. 3.7, 3.8 y 3.9) durante el
hipertiroidismo se encuentra abatida de la misma menera que en las hormo-
nas ensayadas. En el hipotiroidismo la respuesta a2 esta hormona es similar
gue en el eutiroidismeo, inclusive en la fig. 3.7 se puede apreciar que en la
ureogénesis tiene una magnitud ligeramente menor, sin embargo los niveles
intracelulares de AMPc {fig. 3.11) provocados por esta hormona y por los
agentes adrenérgicos isoproterenol y epinefrina sufren un incremento casi
de tres veces respecto a las ratas eutiroideas, de tal manera que estos re-
sultados sugieren que pudiera haber algo mis alli de la respuesta z la inte~
raccidn hormona~-receptor-adenilato ciclasa. Sin embargo la respuesta al
anilogo dibutiril-AMP cfclico (fig. 3.12), en la produccibn de urea o glucosa
aunque se ve disminuida ligeramente en el hipo e hiper tiroidismo no sufre una
modificacidn significativa respecto 2l eutiroidismo, por lo que en ambos estados
tiroideos la respuesta intracelular al segundo mensajero no parece estar da-

fiada.



1v. DISCUSION
Estudios previos han demostrado que el estado tiroideo moiula la capaci-
dad de ciertos tejidos de responder a una variedad de hormonas, los resulta-
dos presentados en este trabajo demuestran gue tanto el hiper como el hipo-~

tiroidismo alteran la respuesta hormonal hepitica.

En el estado eutiroideo las tres vias metabblicas estudiadas son reguladas
a través de receptores ay adrenérgicos, sin embargo se logra cbservar cierta
respuesta 8 adrenérgica en la glucogenolisis y en la gluconeogénesis, este
hecho podr{a indicar que algunas vias metabdlicas pueden ser reguladas por
una poblacifn heterogénea de receptores adrenérgicos.

Mientras que en el estado eutiroideo la respuesta hepitica a catecolaminas
es predominantemente @j adrenérgica, en el estado hipotiroideo esta respues~
ta se acompafia de una estimulacidn B adrenérgica de igual potencia, esto
concuerda con lo reportado por Malbon (34), ya que é1 encuentra un aumento
en el nimero de receptores B adrenérgicos, lo que provoca consecuentemente
un incremento en Ia acumulacidn intracelular de AMPc inducido por 8 cate-
colaminas (fig. 3.11).

A pesar de que nuestros resultados y los de Malbon (33) establecen que lz
respuesta aj adrenérgica no se ve afectada en el estado hipotiroideo, Preik~
saitis et al. (?5) reportan que el aumento de la respuesta § adrenérgica se
alterna con una disreinucién en lz  «; adrenérgica, sin embargo en las tres
vias metabdlicas estudiadas la respuesta a) adrendrgica es similar en el

estado eu e hipotiroideo, ademis el recambio de PI inducido por. receptores
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ay adrenérgicos no solo no disminuye sizc que es mayor que-en el estadc

eutiroideo.

Esta controversia de resunltados puede ser debido a que el grupo de Malbon
(24) v el muestro induce el hipotiroidismo con un agente quimico como es el 6~
n-propil-2-ticuracilo por el contrario, el grupo de Preiksaitis (35) utiliza ra-
tas tireidectomizadas tres meses antes del experimento, guizi de alguna ma-
nera el hecho de que el animal pierda no solo la capacidad de sintetizar hormo-
nasg tiroideas sino que ademds pierda toda la glindula tiroides pueda hacer la- ]

diferencia en la respuesta celular,

Durante el estado hipotircideo la respuesta a los péptidos presores vaso-
presina y angiotensina II se ve abatida totalmente pero no asf el recambio de PIL
(fig. 3.10). .Esto sefiala que los receptores para estas hormonas estin pre-
sentes pero no hay respuesta a la sefial del segundo mensajero. Las hormonas
vascpresina y angioctensina II involucran al sistema PI-Ca2* en su mecanismo
de transduccifn { 15, 16, 19. 36). Lo mismso se ha demostradc para la accibn

o ] adrenérgica. EI hecho de que:nd exista respuesta metabblica en hepatocitos
de rata hipotiroidea a vasopresina ni 2 angioctensina II aunado =z la falta de
respuesta glucogenolitica al ion8foro A-23187 estfn en contraste con la clara

respuesta a la estimulacién & ; adrenérgica.

Otro dato interesante presente en el estado hipotiroidec es la respuesta a

glucagon. No obstante de provecar un aumento casi de tres veces respecto
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al estado eutiroides en la acumulacilin intracelnlar de AMPc 12 respuesta me-
tab8lica no es paralela a la producci®n del segundo mensajero y aungue la
respuesta la aniloge Bt, AMPc estd iigeramente disminuida respecto al eu-
tiroidismo la razdn para que la célula no responda de igual manera tanto me-
tab8licamente como er la acumulacién del AMPc a la estimulacidz por glucagon .
no es debido a que no pueda responder a la sefial intracelular del AMPc sino
que sdlo lo puede hacer a una concentracidn lfmite y no a un exceso de &l.

En otras palabras, quizi un minimec de sefial (AMPc) sea suficienie para pro-
ducir una respuesta mfxima y elevaciones en el nivel del nucleétideo ciclico

I - * - - e »
masg allZ de este minimo es posible gque carezcan de significado metab8lico.

En el hipertirbidismo se observa un patrdn de respuesta similar al del
estado eutiroideo, los efectos metab8licos son debidos a una sefial 1 adre-
nérgica, pero la célula se vuelve menos sensible a los agentes adrenérgicos,
sin embargo la respuesta intracelular al Bt, AMPc casi no se ve alterada y
tampoco el valor basal para la sintesis de urea y glucosa ( a partir de lactato}
en este estado tiroideo, por Io tanto es probable que los cambios inducidos
por las hormonas tiroideas se encuentran a nivel de la membrana plasmitica.

Malbon ha reportado una disminucidn en el nimero de receptores o
adrenérgicos en hepatocitos de ratas hipertiroideas {33) lo que concuerda con
la disminucidn tanto en la respuesta metab8lica come en el recambis de PI,

mismo hecho que se observa para las hormonas vasopresina y angictensina II

vy para la acumulacién de AMPc, Estos resultados sugieren gue al igual que
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para los receptores « y adrenfrgicos, en general durante el hipertiroidismo
pudiera existir una disminucidz del nimero de receptores hormonales, quizi
como defensa de la misma célula para no incrementar mds de lo- que ya se
ve aumentada la velocidad del metabolismo basal.
Por otro lado el hipertiroidismo estd asociado con un aumento generalizado
del catabolismo proteico con un balance nitrogenado negativo lo cual pudiera

resultar en una disminucidn generalizada de receptores.

En resumen, la respuesta hormonal hepitica se ve modificada por el
estado tiroideo: durante el hipotiroidismo hay un aumento a la sensibilidad
B adrenérgica sin disminucidn de la o ] adrenérgica y una fotal insensibili-
dad a los efectos del ion Ca2¥ . En el hipertiroidismo en general hay un

descenso en ia sensibilidad hormonal.
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