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EFECTO DE LA TESTOSTERONA SOBRE LA SINTESIS Y

SECRECION DE INSULINA EN LA RATA PREPUBER.

OBJETIVO:

>¢ Identificar el efecto de la testosterona en la expresion del gen de

la insulina en el pancreas de la rata prepuber

> Observar el efecto de la testosterona en la concentracién

circulante de la insulina en la rata prepuber.

HIPOTESIS:

3¢ La testosterona en dosis equivalentes a la terapia de sustitucion
hormonal incrementara [a expresién del gen de insulina en la

rata prepuber.

3¢ La terapia de sustitucion con la testosterona incrementara los

niveles de insulina circulante en la rata prepuber.



INTRODUCCION.

El pancreas esta constituido por dos o6rganos funcionalmente
diferentes distintos: el pancreas exocrino, la principal glandula
digestiva del cuerpo, que segrega 1200 mL de jugo digestivo y el
pancreas endocrino, lugar donde se origina la insulina, glucagén,
somatostatina y polipéptido pancreatico. Mientras que la accion
primordial de los productos del pancreas exocrino, es el
procesamiento de los alimentos ingeridos con la finalidad de que
estén disponibles para su absorcién, las hormonas del pancreas
modulan aspectos de la nutricidén celular desde el indice de absorcién
de alimentos hasta el almacenamiento celular o metabolismo de
nutrientes (Baxter J,1995).

La disfuncion del pancreas endocrino o respuestas anormales de sus
hormonas en tejidos blanco, dan como resultado trastornos graves en
la homeostasis de nutrientes, incluso sindromes clinicos importantes

agrupados con el nombre de diabetes sacarina (Baxter J,1995).

En el pancreas la sintesis de proteinas, tiene lugar en los ribosomas
que estan unidos a la membrana del reticulo endoplasmico. En los
polirribosomas, éstas unidades estan unidas entre si a través de su
fijacion a una delgada cadena de RNA mensajero que codifica la
informacion necesaria para el ensamblaje secuencial de los
aminoacidos en una proteina especifica. A medida que los ribosomas
se desplazan a lo largo de la molécula de RNA mensajero, su
secuencia de bases es traducida o interpretada por el RNA de
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transferencia a la secuencia aminoacidica de la proteina. La molécula
proteica en fase de formacion es transladada vectorialmente desde el
ribosoma vy, tras atravesar la membrana subyacente del reticulo,

queda fin_almente libre en su luz (Fawcett DW, 1988).

Las moléculas de tripsinébgeno, quimotripsinégeno, procarboxi
peptidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, lipasa, elastasa,
amilasa y factor inhibidor de la tripsina ya completas son incluidas en
pequefas vesiculas que salen a través de las regiones transicionales
del reticulo endoplasmico que carecen de ribosomas. Estas vesiculas
se unen a una cisterna de la cara cis del complejo de Golgi. En su
desplazamiento a través de esta organelo, algunas proteinas son
convertidas en glucoproteinas por accion de la enzima glucosil
transferasa; ofras no se modifican de forma significativa. La
clasificacién de los productos de la sintesis proteica tiene lugar en la
red Golgi trans, en donde ciertas glucoproteinas son separadas en
vesiculas que se dirigen hacia el plasmalema para contribuir a su

composicién proteica (Fawcett DW, 1988)

Otras proteinas, destinadas a la secrecidén, son introducidas en
vesiculas que se unen formando las vacuolas de condensacién. Estas
vacuolas adoptan gradualmente el aspecto de los granulos maduros
de cimbégeno y se desplazan hacia el citoplasma apical para su

almacenamiento temporal en esta zona (Fawcett DW, 1988).

El pancreas endocrino consiste en 0.7 a 1 millén de pequefas
glandulas endocrinas (los islotes de Langerhans), distribuidos dentro
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de la sustancia glandular del pancreas exocrino. El volumen de los
islotes comprende de 1 a 1.5% de la masa total del pancreas y pesa

alrededor de 1 a 2 gramos en el humano adulto (Baxter JD, 1995)

Es un érgano blanco rosado, situado retroperitonealmente, a nivel de
la segunda vy tercera vértebras lumbares. Su cabeza, a la derecha,
esta adherida a la porcién media del duodeno; su cuerpo y su cola se
extienden transversalmente, por la pared posterior del abdomen, hacia
el bazo. En el adulto mide de 20 a 25 cm de largo y su peso varia
entre 100 a 150 g. Esta recubierto por una fina capa de tejido
conjuntivo, que no forma, sin embargo, una capsula fibrosa bien
definida. Presenta una fina lobulacién y los perfiles de los lobulillos

mayores pueden verse a simple vista (Fawcett DW, 1988).

Estructura microscoépica.

Capsula: ta capsula de tejido conectivo que separa el tejido
pancreatico de las estructuras adyacentes es extraordinariamente fina
y apenas podria justificar tal nombre. Esta cubierta por peritoneo
(Ham AW, 1984).

Tabigues: desde la capsula penetran tabiques de tejido conectivo que
dividen el pancreas en lobulillos. Los tabiques son finos pero suele
haber notable condensacién de tejido conectivo denso alrededor del
conducto principal de la glandula y de sus ramas mas inmediatas.

Tienen la funcién de sostén interno (Ham AW, 1984).



Acinos: comprenden la mayor parte del parénquima de los lobulillos.
Dentro de los lobulillos los acinos estan dispuestos en una forma
bastante irregular y entre ellos existe poco tejido conectivo laxo o
areolar que contiene capilares, de tal forma que un corte muestra a los
acinos en todos los planos imaginables, casi todos estan seccionados
en forma oblicua (Ham AW, 1984).

Los nucleos de las células secretorias estan dirigidos hacia su base, y
por ésta razén, los nucleos de un sélo acino tienden a estar
dispuestos para formar un anillo irregular en su parte exterior. El
citoplasma situado en la base de las células y alrededor de los
nucleos es basofilo, por su contenido de RNA como cabria esperar en
una célula que muestra notable capacidad de sintetizar proteinas
(Ham AW, 1984).

Dicha secrecion consiste en granulos de cimégeno los cuales son mas
abundantes en el ayuno, y disminuyen considerablemente tras la
copiosa secrecién de los mismos lo que induce la ingestién de
alimento. Al disminuir el nUmero de granulos de cimogeno, el complejo
de Golgi aumenta de tamafo mientras se estan formando nuevos

granulos de secrecién (Fawcett DW, 1988)

Aunque el término "granulo" de cimégeno implica una consistencia
sélida o semisélida, es evidente con microscopia electronica que su
contenido es liquido en el momento de la descarga debido a que
parece fluir a través de la abertura que se forma por la fusion de la
membrana limitante con el plasmalema (Fawcett DW, 1988).
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Quiza seria mas apropiada y descriptiva la denominaciéon de "vesicula
secretoria” que la de "granulo de secrecion”. A pesar de que se
amontonan en el citoplasma apical, normalmente estan separadas
excepto en la fase de secrecion muy activa en las que una segunda
vesicula de cimoégeno se puede unir a otra que esta en fase de
exocitosis y una tercera se puede unir a la segunda, de manera que
se forma una serie de vesiculas secretoras intercomunicadas que se
extiende a cierta distancia en el citoplasma apical (Fawcett DW,
1988).

Si se secciona un acino en el centro, lo que ocurre pocas veces,
puede advertirse que tales células pertenecen al llamado conducto
intercalar por el cual el acino vacia su secrecion. Las células deI'
conducto comienzan en el centro del acino y por ésta razén se les ha

llamado centroacinares (Ham AW, 1984).

Las células centroacinares se continuan con el epitelio de
revestimiento de los delgados conductos intercalados que drenan el
acino, y no so6lo eso, su epitelio de revestimiento es activo en el
transporte de agua y iones bicarbonato hacia la luz, por lo que
realizan una contribuciéon importante al volumen total de la secrecién

pancreatica (Fawcett DW, 1988).
Islotes de langerhans.
El tejido endocrino del pancreas esta dividido en agregados celulares

relativamente pequenos que constituyen los islotes de Langerhans.

6



Estos grupos de células no son visibles a simple vista, pero al
perfundir la glandula con una solucion diluida del colorante rojo neutro
se tifien selectivamente los islotes de manera que es posible estudiar
su numero y distribucién. Estan diseminados en toda la glandula,
aunque éon mas numerosos en la cola que en el cuerpo y la cabeza
del pancreas. Se ha estimado que en el pancreas humano existen
mas de un milldn de islotes, aunque debido a su pequefio tamafio,
constituyen solo el 1 al 2 % del volumen de la glandula. Cada islote
esta formado por 2000 a 3000 células (Ham AW, 1884)

Los islotes de Langerhans contienen cuatro tipos principales de

células, cada uno de los cuales secreta una hormona diferente:

# células o (células A) que secretan glucagén, proglucagon;

% células B(células B) que secretan insulina, péptido C, proinsulina,
amilina;

# células & (células D) que secretan somatostatina, y

# células PP (células F) que secretan polipéptido pancreatico (Baxter
JD, 1895)

Estas células no se pueden diferenciar en las preparaciones
rutinarias tefiidas con hematoxilina y eosina, pero se han desarrollado
meétodos que permiten tefir selectivamente las céluias o, By o
(Fawcett DW, 1988).

Las células B son el tipo celular predominante en el islote, ocupan la

parte central del mismo y constituyen hasta un 70 % de su volumen.



Todas éstas células presentan la dotacidn de organelos que
esperariamos en células epiteliales secretoras de proteinas, aunque la
cantidad de reticulo endoplasmico rugoso o granular que muestran es
mucho mayor que la que muestran las células acinares (Fawcett DW,
1988).

Entre las células de los islotes de Langerhans se pueden observar
terminaciones axonales simpaticas y parasimpaticas. En animales de
experimentacion, la estimulacién simpatica disminuye la secrecién de
insulina, mientras que la estimulacién parasimpatica aumenta la

secrecion de esta hormona (Fawcett DW, 1988).

Biosintesis de la insulina.

El gen de la insulina.

Estructura: consta de 3 exones y 2 intrones (Bell ef. a/., 1980). El ex6n
1 se localiza en la regién no traducible. El péptido sefial, la cadena By
una parte del péptido C se encuentran codificados en el exén 2. En el
exén 3 se encuentra la informacién génica correspondiente al resto
del péptido C y la cadena A de la insulina. En el humano el gen de la
insulina (figura 1) se encuentra en copia Unica en el brazo largo del
cromosoma 11 (Harper ME, et al, 1981), mientras que en la rata y el

ratén existen 2 genes de la insulina, el | y | (Wentworth ef. a/., 1986).
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Figura 1. Gen de la insulina humana ((Docherty Ky Clark AR, 1994).

El: Ex6n | (42 pb) [VS-1: Intedn 1 (179 pb) B; Cadena B
E2: Ex6n 2 (204 pb) [VS-2: Intrén 2 (786 pb) C: Péptido C
E3: Exén 3 (219 pb) P: Pre-péptido A: Cadena A

El promotor del gen de la insulina posee una secuencia conservada
TATAA de alrededor de 20 a 30 nucleétidos rio arriba (-20 a -30) del
sitio de inicio de la transcripcién. Esta secuencia se une al factor
TFIID y senala el sitio de inicio de la transcripcion. El potenciador del
gen de insulina esta compuesto de elementos secuenciales directos
que interactian con proteinas regulatorias nucleares gque regulan la
actividad del promotor de manera positiva o negativa. Las secuencias
IEB son sitios clasicos de regulacién conocidos como cajas E, las
cuales tienen una secuencia consenso CANNTG y estan implicadas
en la regulacion tejido especifico de genes en musculo, pancreas y
tejido linfoide. De igual forma estas secuencias se unen al potenciador
1 del gen de insulina (Docherty Ky Clark AR, 1994).

El gen de la insulina también contiene un elemento de respuesta a



AMPc denominado CRE de -184 a -177 rio arriba, esta presente en el
gen de insulina tanto humano como de rata con la siguiente secuencia
consenso TGACGTCC. La funcion de ésta secuencia esta
incorporada de un modelo en el que se incrementan los niveles de
AMPc como resultado de su disociaciéon de la subunidad catalitica de

la protein cinasa A (PKA) de su subunidad reguladora.

Expresién génica.

Un gen se expresa a través del RNAm generado por el proceso
denominado transcripcion, que basicamente consiste en la
reproduccion de una hebra-de DNA monocadena, dicha reproduccién
se lleva acabo por la RNA polimerasa que esta compuesta de un
complejo proteico con distintas subunidades, las cuales se encargan
de hacer una copia fiel de la cadena codificante con la diferencia que
en lugar de adicionar Timina se adiciona Uracilo, asi mismo se
adiciona una cola de poli Adeninas y un CAP para estabilizarlo en el

citoplasma y posteriormente ser traducido a proteinas.

Regqulacién de [a transcripcion.

La expresién génica se lleva cabo a través del RNAm generado por
un proceso denominado transcripcion, pafa posteriormente ser
traducido a las proteinas para las que codifica el gen. Por tanto esta
expresion puede ser regulada a nivel transcripcional o
postranscripcional, en cuanto a la primera se ha descrito la
participacion de secuencias de DNA en "cis" (intragénicas) ubicadas
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cerca del gen con elementos "trans" (proteinas) (Mitchel y Tijan,
1989). Los elementos en "cis" han sido clasificados como promotores

y aumentadores (enhancers).

Los promotores estan localizados préoximos al sitio de inicio de la
transcripcién, tipicamente de 100 pb de longitud, representan el sitio
de ensamble del complejo de iniciacidn, el cual comprende a la RNA
pol Il y a algunos factores generales de la transcripcién como TFIIA,
TFIIB, TFHC, TFIE y TFIIF (Saltzman y Weinmann, 1989).

Muchos contienen una secuencia TATAAA conservada que se situa
en direccién 5' a unos 20 o 30 nucleotidos del sitio de inicio de la
transcripcion, su funcién principal es evitar que los transcritos se

inicien inespecificamente (Hampsey, 1998).

Los potenciadores son secuencias que regulan la expresién de
diversos genes y se situan a distancias variables rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcién (entre 100 y algunos miles de pb) (Hampsey,
1998). Se cree que estos potenciadores interactuan con proteinas de
la maquinaria de transcripcion (Ptashne, 1988; Johnson and
McKnigth, 1989). Asi mismo se sabe que la interaccién entre los
potenciadores y proteinas que se unen al DNA forman una asa, en

cuyo seno se activa la transcripcion (Maler ef, al., 1988).

La actividad de estos potenciadores se diversifica en relaciéon a
estimulos como fendmenos de choque térmico, factores de

crecimiento, metales y hormonas esteroides.
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Regulacién del gen de la insulina.

La mayoria de los estudios realizados sobre la regulacién del gen de
insulina se han realizado en los genes | y Il de insulina de rata. Al
igual que otros genes la regulacion depende de la interaccién de
secuencias contenidas en el gen y de la interaccién con proteinas

transactivadoras (figura 2).

La PKA activa fosforila a CREB (proteina de union a CRE) para
activarlo. La secuenciacion de aminoacidos revelé que la serina 133
de CREB posiblemente sea el blanco de fosforilacion por AMPc y PKA
(Docherty Ky Clark AR, 1994).

IEF-2
cl
1UF?
IsI IPF-1
Imx-1 TUFT?
cdx-3
IEF- HNFla 1EF-1 <_‘>
P
-231 -198 -177 |05 -76
/ ’
] N
GCCATCT  TTAATAATCTA  TGACGT GCCAT CTTAATG
G ATTA cC CTG Caja TATA
CANNTG Caja TATA CRE CANNT PI
Caja E FLAT o E2 G
AIEB2 o CajaE
FAR IEBI o

NIR
FF mini-enhacer

Figura 2. Regulacién del gen de insulina (Docherty K y Clark AR, 1994).
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Existen dos hipodtesis sobre el mecanismo de induccion de CREB, uno
sugiere que la fosforilacién produce un cambio conformacional en
CREB creando un dominio estrecho de 14 aminoacidos que en
conjunto con la serina 133 son requeridos para desplegar la induccién
de la trahscripcién completamente. La otra hip6tesis propone que la
fosforilacion en la serina 133 causa fosforilaciones secundarias en

forma de cascada (Bohmann D, 1990)

La subunidad cataliticamente activa libre puede ser translocada al
nucleo donde fosforila a la proteina CREB de 43 kDa de peso
molecular, lo que incrementa su habilidad de activar la transcripcion
(Docherty K y Clark, 1994). |

Estudios previos han demostrado que el factor de transcripcién CREB
y su sitio de union a DNA el CRE, regulan la expresién génica en
respuesta a despolarizaciones de membrana y flujo de calcio en
lineas celulares de islotes de pancreas y en células neuronales. La via
de seRalizacion calcio-CREB ofrece un mecanismo por el cual el
calcio moviliza secretagogos de insulina en conjunto con la
estimulacion de secrecion hormonal produciendo un efecto
prolongado en la funcién de las células B, a través de cambios en los
patrones de expresion génica. Lo que nos dice que el calcio puede ser
extremadamente localizado como segundo mensajero, como lo ha
demostrado en la transcripcion del gen de insulina, cuya actividad
puede depender de como el calcio entre a la célula (Eckert B ef. a/
1996)



Sintesis de la insulina

Una molécula precursora, la preproinsulina, péptido de cadena larga
de peso molecular 11500 daitones, se produce por la sintesis de RNA
dirigida por el DNA en el reticulo endoplasmico rugoso de las células 3
del pancreas. Se desdobla por enzimas microsomales a proinsulina
(peso molecular cercano a 9000 daltones), casi después de su
sintesis (Feling y Bergman, 1995). La proinsulina se transporta al
aparato de Golgi donde tiene lugar su empacamiento en granulos
secretores recubiertos de clatrina. La maduracién del granulo secretor
se relaciona con la pérdida de la cubierta de clatrina y la conversion
de la proinsulina a insulina y a un péptido conector mas pequefio o
péptido C mediante Ila destruccion proteolitica en dos sitios a lo largo
de la cadena peptidica (figura 3). Los granulos secretores maduros
normales contienen insulina y péptido C en cantidades equimolares y
sélo pequefias cantidades de proinsulina, las cuales consisten en

intermediarios parcialmente degradados (Baxter JD, 1995).

La proinsulina consiste en una sola cadena de 86 aminoacidos que
incluye las cadenas A y B de la molécula de insulina y un segmento
conector de 35 aminoacidos. Las enzimas convertidoras (quiza
proteasas semejantes a Tripsina y a Carbopeptidasa B) fragmentan
dos pares de aminoacidos dibasicos (tres Argininas y una Lisina) de la

molécula de proinsulina (Baxter JD, 1995).

El resultado es una molécula de insulina de 51 aminoacidos y un

residuo de 31 aminoacidos, el péptido C.
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Una pequefia cantidad de proinsulina producida por el pancreas no se
desdobla y se secreta intacta hacia el flujo sanguineo junto con la
insulina y el peptido C. La mayor parte del suero antiinsulina utilizado
en el inmunoanélisis estandar para la insulina, cruza con la
proinsulina; cerca de 3 a 5% de la tnsulina inmunoreactiva extraida del

pancreas humano, es realmente proinsulina (Baxter JD, 1995).

El péptido C, el residuo de 31 aminoacidos (PM de 3000) formado
durante la rotura de insulina a partir de proinsulina, no tiene actividad
biolégica conocida, se libera de las células B en cantidades
equimolares a la insulina. No se degrada por el higado sino que se
excreta principalmente por el rindn. En el estado basal, después de un
ayuno durante la noche la concentracion promedio del péptido C
puede ser de hasta 1000 pmol/L (Baxter JD, 1995).

La insulina enddgena tiene una vida media en circulacion de 3 a 5
minutos. Se cataboliza principalmente por insulinasas en higado, rifion
y placenta. Cerca del 50% de la insulina se elimina por un solo paso a
través del higado (Baxter JD, 1995).

El pancreas humano secreta alrededor de 40 a 50 unidades de
insulina por dia en adultos normales. La concentracion basal de la
insulina en sangre de humanos en ayuno tiene como promedio 10
pU/mL (0.4ng/mL o 69 pmol/L). En controles normales, la insulina rara
vez se eleva a mas de 100 uU/mL (690 pmol/L) después de una

comida normal. Hay un aumento en la concentracion de insulina



periférica que se inicia de 8 a 10 minutos después de la alimentacion y
llega a un maximo en sangre periférica a los 30 0 45 minutos. Esto es
seguido de una declinaciéon rapida en la glucosa plasmatica
posprandial, que regresa a valores basales en 90 a 120 minutos
(Baxter JD, 1995).

Aunqgue se sabe que los valores de glucosa plasmatica por debajo de
80 a 100 mg/dL (4.4 a 56 mmol/L) no estimulan la liberacién de
insulina, también se ha demostrado que la presencia de glucosa es
necesaria (en los sistemas /7 vitro) para que sean efectivos la mayor
parte de otros reguladores conocidos de secrecién de insulina (Baxter
JD, 1995).

Enlace
dipéptido

Figura 3. La insulina (Baxter JD, 1995)



Secrecién de la insulina

La glucosa es el estimulante mas poderoso para la liberacién de
insulina. El pancreas perfundido de rata ha demostrado una liberacion
bifasica .de insulina en respuesta a la glucosa. Cuando la
concentracion de glucosa en el sistema se incrementa subitamente,
ocurre. una liberacién de insulina inicial de corta duracion (fase
temprana). Si la concentracion de glucosa se mantiene a ese nivel, la
liberacién de insulina gradualmente cae y después empieza a subir

nuevamente hasta un valor estable (fase tardia), (Baxter JD, 1995).

Se sabe que la glucosa penetra a la célula B pancreatica mediante
difusién pasiva, que es facilitada por una proteina especifica de
membrana llamada transportador-2 de glucosa (Glut-2). Debido a la
afinidad relativamente baja por la glucosa, esta proteina facilita mas
efectivamente el transporte de glucosa durante la hiperglucemia
después de ingerir alimentos que a los valores bajos de glucosa

durante el ayuno nocturno (Baxter JD, 1995).

Se ha demostrado que la liberacién de insulina requiere calcio. Se ha
propuesto que los granulos maduros que contienen insulina en las
células B, se unen y alinean con los microtibulos que se contraen
después de la exposicibn a concentraciones altas de calcio
intracelular y por tanto arrojan los granulos. Se han demostrado los

efectos siguientes de la glucosa en el desplazamiento de calcio:



1) La captacién de calcio se incrementa por estimulacion de glucosa
proveniente de la célula .

2) La salida de calcio a partir de la célula se retrasa por alguna accion
de la glucosa.

3) La movilizacién del calcio a partir de los compartimentos
mitocondriales ocurre posterior a la induccién de AMPc por glucosa.
Se ha demostrado que la glucosa induce directamente la formacion de
AMPc, sin embargo, la elevacién de AMPc no estimulan la liberacion

de insulina en ausencia de glucosa (Baxter JD, 1995).

El metabolismo de la glucosa y otros secretagogos nutrientes
desemboca en la cierre de los canales de K+ dependientes de ATP
(Katp) €n la membrana plasmatica, originando la despolarizacion de la
célula, posteriormente se genera fiujo de Ca®* extracelular a través de
canales sensibles a voltaje. De igual forma elevan la concentracion de
AMPc intracelular y reguladores derivados de fosfolipidos de
membrana, incluyendo inositol trifosfato (IP3), diacilgliceroles (DAG),
acido araquiddnico (AA) y acido fosfatidico. Secretagogos insulinicos
no-nutrientes influencian el proceso secretor a través de los mismos

reguladores intarcelulares como lo hacen los secretagogos nutrientes.

El calcio se une a CaM (caimodulina) el complejo Ca** /CaM se une a
la cinasa inactiva (CaMKi), la cual se transforma en enzimaticamente
activa, posteriormente fosforila proteinas sustrato y éstos procesos de
fosforilacion estimulan el proceso de secrecion (Jones PM etf. al
1998).



Los no-nutrientes se unen a receptores de membrana que estan
acoplados via union heterotrimérica a GTP y Fosfolipasa C (PLC). La
ocupacién del receptor activa a la PLC liberandose Inositoltrifosfato
(IP3) por la hidrélisis de fosfolipidos de inositol de membrana. 1P,
libera el calcio del reticulo endoplasmico y la elevacion del Ca®* activa

a la CaMK como se describié anteriormente (Jones PM et. a/ 1998)

Requlacién de la sintesis de insulina.

La biosintesis y secrecién de insulina es regulada por una gran
variedad de factores incluyendo a la glucosa, algunos aminoacidos,
neurotransmisores y hormonas. La mas importante fisioldgicamente
es la glucosa cuyo metabolismo produce un incremento en la relacion
ATP/ADP, cambios en el estado redox, en el pH intracelular y un
incremento en la concentracion de malonil CoA y en el metabolismo
de fosfolipidos, éstas sefales tienen un efecto estimulatorio sobre la
produccion de insulina debido a un incremento en la transcripcidon del
gen de insulina, asi como un incremento en la vida media y la

eficiencia de traduccion del RNAm de insulina.

Entre las hormonas que participan en la regulacién de la insulina se
encuentran las hormonas esteroides, que actuan a través de la union
con su receptor. Los receptores a hormonas esteroides pertenecen a
la superfamilia de factores de transcripcion inducibles por su ligando,
como son receptores para acido retinoico, hormonas tiroideas y varios

genes (Landers y Spelberg, 1992).



La estructura de estos genes consiste basicamente en un domino
amino terminal, que regula la transcripcidn; un dominio de unién al
DNA de 66 a 68 aminoacidos; una regién visagra y un dominio carboxi
terminal de union a la hormona. Dentro de la regién terminal se han
encontrado subdominios con actividad transcripcional, denominado
por sus siglas en inglés como TAF (transcriptional activity factor)
(Landers y Spelberg, 1992).

La unidén en forma de dimero de la hormona a su receptor origina un
cambio conformacional del receptor que da lugar a un incremento en
su afinidad por el DNA, a una secuencia en especial ubicada muy
proximal al gen regulado, denominada Elemento de Respuesta a
Hormonas (ERH) cuya estimulacién puede originar una respuesta
transcripcional positiva o negativa. (Yamamoto, 1985; Landers vy
Spelberg, 1992). '

Esteroides y biosintesis de la insulina.

Se ha encontrado relacion entre los esteroides gonadales y la

homeostasis de la insulina.

El ejemplo clinico de la relacién que existe entre los andrégenos,
particularmente la testosterona, y la concentracion de insulina son
mujeres con el Sindrome de Ovarios poliquisticos (SOP), donde se ha
observado una concentraciéon de insulina inmunoreactiva mayor que
en mujeres control. Asi mismo se sabe que existe elevacion en la
sensibilidad a insulina, durante el ciclo menstrual en mujeres
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normales, particularmente cuando el estradiol y la progesterona se
encuentran elevados (fase lutea) en comparacion con el resto del ciclo

(Escalante y Alpizar, 1999).

Se piensa que la hiperinsulinemia presente en pacientes con SOP
puede estar asociada en parte con defectos en el metabolismo de la
insulina. Se tiene -evidencia que sugiere que la testosterona puede ser
un modulador de los niveles de insulina en estas mujeres via su
asociacién negativa con el aclaramiento y la degradacién de insulina,
es decir que en concentraciones elevadas de testosterona se inhibe el
aclaramiento de insulina circulante (Buffington CK y Kitabchi AE,
1994).

Las pacientes con SOP también desarrollan resistencia a la insulina,
por tanto se incrementan los niveles plasmaticos de insulina lo que
promueve la produccion de androgenos por el ovario, la relacién entre
la resistencia a insulina y el hiperandrogenismo es bien conocida lo
que no esta claro es el evento primario que da lugar a estas
anormalidades. Sin embargo cuando el hiperandrogenismo es
eliminado en el paciente con SOP la resistencia a la insulina persiste
en pacientes con hiperplasia adrenal congénita, por lo tanto la
resistencia a insulina no puede ser explicada en muchos casos por la
elevacién de andrégenos. Otro punto de vista sugiere que la
resistencia a la insulina y el hiperandrogenismo provienen de un
factor comun y que entonces la hiperinsulinemia y el

hiperandrogenismo se perpetian mutuamente (Porestky L, 1991)
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Se ha propuesto que la testosterona pudiera ser un modulador de los
niveles de insulina interviniendo a nivel de procesamiento de la
proinsulina (Burhem ef. al, 1980). También se ha reportado que la
testosterona incrementa las concentraciones de Ca** intracelular en

células de Sertoli y osteoclastos, basicamente por dos mecanismos:

o Flujo del ambiente extracelular

> Movilizacion del reticulo endoplasmico.

El incremento de calcio intracelular implica la actividad de canales de
K+ dependientes de ATP presentes en células de Sertoli vy
osteoclastos, lo que se ha evidenciado por despolarizacién de la
membrana. Se sabe que el flujo de calcio ocurre via canales
dependientes de voltaje. (Lyng FM et. a/. 2000, Erben RG et. a/. 2000,
Estrada M et. a/. 2000, Lieberherr M et. al. 1994, Mauras N, 1999).
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Figura 4. Secrecion de insulina en el humano (Lieberherr M ef. a/, 1994)

El tercer mecanismo por el cual la testosterona ejerce un efecto sobre
la concentracién de calcio intracelular es por la via no-gendémica
también llamada epigenética consistente en la unién de testosterona a
su receptor de membrana y la subsecuente activacién de canales de
calcio (Beguin P et. al, 2001). Asi mismo se tienen reportes de que la
testosterona también eleva el contenido de IP; y DAG intracelular, es
decir el incremento en la concentracién de segundos mensajeros
elevaria la secrecién de insulina, mientras que el receptor de
androgenos (AR) cambia conformacionalmente al unirse a su ligando
capaz de interaccionar con un homodimero de nucleétidos en el

promotor de genes inducibles para potenciar su actividad.
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La secuencia consenso es 5'-GGTTCTTGGAGTACT-3".
Posteriormente el receptor interactua con la maquinaria basal de
transcripciéon, posiblemente por la unién directa con su N-terminal de
142 a 485 aminoacidos a los factores basales TFIIF y TBP (Cato ACB
y Peterziel H, 1998).

Los andrégenos actuan sobre receptores intracelulares que forman
parte de la superfamilia de ligandos activadores de factores de
transcripcién. Cuando la hormona se une a su receptor adquiere una
nueva conformacion que es capaz de interaccionar no sélo con el
elemento de respuesta especifico a andrégenos (ARE) localizado
cerca o con la region promotora sino con otras proteinas reguladoras

y cofactores de la transcripcién (Aarnisalo P et. a/, 1998).

La activaciéon de la trénscripcién por el AR es asistida por un nimero
de coactivadores que se unen al receptor como TIF2 y |la proteina de
union a CREB (CBP), ésta une a la Histona Acetil Transferasa (HAT)
la cual se encarga de acetilar la cromatina y por tanto activa la

transcripcién (Aarnisalo P et, al, 1998).

Existen reportes de otras hormonas esteroides que tienen un efecto
sobre la secrecion de insulina, como 173-estradiol que tiene un efecto
rapido sobre la concentracion de Ca?* intracelular en el islote de
Langerhans, particularmente en la célula 3, mediante un mecanismo
de unién a receptor de membrana, diferente de los receptores

clasicos, en concentraciones fisiologicas. Este efecto se manifiesta
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rapidamente, en un rango de minutos y de manera reversible (Ropero

et al, 2002).

En estudios con ratas se ha encontrado que la insulina circulante se
incrementa debido a la administracién de estradiol y progesterona
(Ashby et. al. 1978, Bailey y Ahmed-Sorour, 1980), mientras que por
otro lado la privacién de esteroides ovaricos provoca una disminucioén
en la insulina circulante en respuesta a glucosa (Bailey y Ahmed-
Sorour, 1980)

Morimoto et. al (2001), han reportado que la testosterona es el
androgeno que mas incrementa la sintesis y secrecién de insulina en
ratas macho gonadectomizadas y sustituidas con testosterona,
encontrando incrementos en los niveles de RNAmM de insulina, asi

como de insulina circulante.

En el presente trabajo se estudié el efecto de la testosterona en la

sintesis y secrecion de insulina en |a rata prepuber.
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JUSTIFICACION:

En una revisién de la literatura se encontraron datos controvertidos
sobre el efecto de las hormonas esteroides sobre la secrecion de
insulina, y por tanto de su concentracién circulante, en diferentes
patologias, asi como estudios de investigacion basica sobre modelo

animal (rata).

Algunos autores reportan que la hiperinsulinemia produce
hiperandrogenismo y por otra parte otros autores encontraron que el
hiperandrogenismo da lugar a hiperinsulinemia. La segunda hipétesis
se ha visto favorecida por los resultados reportados por Morimoto &t.
al. en el 2001, al realizar estudios en animales intactos y

gonadectomizados asi como en islotes pancreaticos.

El presente trabajo pretende demostrar que el hiperandrogenismo
produce hiperinsulinemia, utilizando un modelo de ratas prepuber para
eliminar el efecto que pudiera tener la produccion hormonal natural de

un animal adulto.
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MATERIALES Y METODOS.

Animales de estudio.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 7 dias de edad, a las
que se Iés administré por via subcutanea una dosis de enantato de
testosterona equivalente a la dosis terapéutica de sustitucion en
humanos 71.42 ug/20 g de peso, con el objeto de elevar los niveles
circulantes de testosterona. El vehiculo utilizado fue aceite de

cacahuate. Las ratas se dividieron en dos grupos:

# Control (30 animales)

3 Tratados (40 animales)

A los animales del grupo control sélo se les aplico el vehiculo en un

volumen equivalente al que se administrd a los tratados.

A los 21 dias de edad (14 dias después de la inyeccion) se extrajeron
aproximadamente 10 mg de tejido pancreatico para la extraccion de
RNAmM por el método de Trlzol (Gibco BRL, Life Technologies, Inc,
Gaithersburg, MD) y posteriormente se tomé una muestra de sangre
por puncion cardiaca para la cuantificacién por RIA de la insulina y la
testosterona, finalmente se sacrificé a las ratas por dislocacién

cervical.
Extraccion de RNA y northern blot.

Los procedimientos se obtuvieron de Maniatis T et. a/, 1987.
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Se extrajeron aproximadamente 10 mg de tejido, se adiciond
1imL de TRIZOL y se homogenizd con un politron hasta
pulverizar el tejido. En porcentaje p/v la muestra no excedié el
10%.

Se adicionaron 200 ulL de cloroformo por cada mL de TRIZOL,
se agitd en un vortex por 15 segundos, y posteriormente se

centrifugd a 10 000 rpm por 15 min a 4°C.

Después de la centrifugacion la muestra se separo en tres fases,
la inferior (cloroformo) color rosa, la interfase blanca y la
superior incolora (acuosa) donde se encuentra el RNA. El
sobrenadante translucido se transfirié a tubos eppendorf de 1.5

mL, nuevos y esteriles.

Para precipitar el RNA se adicionaron 500 ulL de alcohol

isopropilico por cada ml de TRIZOL.

Se agitaron los tubos en un vortex y se centrifugaron a 10 000

rpm por 10 min, si esto no fue posible se almacenaron a 4°C.

El RNA obtenido se lavd 2 veces con etanol al 15% mezclando

en vortex y centrifugando a 7 500 rpm por 5 min a 4°C.
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% Finalmente el RNA se secé (no completamente) y se
resuspendié en agua de 10 a 100 uL dependiendo del tamaio
del sedimento obtenido. Se hizo una dilucién 1:500 para medir la
absorbancia a 260 y 280 nm para calcular la cantidad de RNA
obténido, mediante un espectrofotometro Beckman DU-600 éste
calculd la cantidad de RNA presente en la alicuota en ug/ul y
con este valor se calculd por regla de tres el volumen de
suspension necesario para procesar 20 ug de RNA por

muestra.

Se corrieron 20 ug de cada muestra en geles desnaturalizantes de
agarosa al 1% y 2.2 M de formaldehido (Sambrook et. &/, 1989). A
cada muestra se le adicion6 formamida (8ul), hepes/EDTA 10X (2
uL), formaldehido (3.24ul) y agua cbp 20uL. Las muestras se
colocaron en un bafio maria a 80°C posteriormente se adicion6é 1 ulL
de bromuro de etidio para tefir el RNA y 2 ul. de azul de bromofenol

como controles de corrida.

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% que para 50 mL contiene 0.5 g de
agarosa, 5 mL de amortiguador Hepes/EDTA 1X, 36.9 ml de agua y
8.1 ml de formaldehido. Esta mezcla se calentd para disolver la
agarosa, sin permitir que llegue a ebullicién posteriormente se colocd
en el plato de la camara de electroforesis y se posicion6 el peine para

crear los pozos donde se colocaron las muestras.

El amortiguador de corrida contiene 25 mL de Hepes/EDTA 10X
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(Hepes 0.5M y EDTA 0.01M,pH 8.0), 40.54 ml de formaldehido y
184.46 mL de agua para 250 mL de buffer.

Por dltimo las muestras se colocaron en los pozos y se encendio la

camara de electroforésis a 80 V por 1 hora.

Terminado el tiempo de corrida se procedid a transferir las muestras a
la membrana de nitrocelulosa por capilaridad con SSC 10X (Citrato de
sodio 0.15 M y Cloruro de sodio 1.5 M, pH 7.0) por toda la noche.
Finalmente las membranas se fijaron a 80°C y al vacio por 2 horas

(figura 5).
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Figura 5. Transferencia a membrana de nitrocelulosa.

Prehibridacion.

% Se preparé la soluciéon de prehibridacion de acuerdo al tamafio
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de la membrana 0.2mL de soiucién por cada cm® Con las

siguientes proporciones:

Formamida 50%
SDS 0.2%
EDTA 10 mM
Denhard* . 4X
Fosfatos 120 mM
Agua cbp

*Denhard 50X: 5g de ficoll 400, 5g de polivinilpirrolidona, 5g de

albumina sérica bovina (fraccién V) y agua cbp 500 mL.

% Se prepard una solucién de 50 ug/mL de esperma de salmén.
Se hirvio en bano de agua por 5 min, posteriormente se transfirié
a un recipiente con hielo por 3 min y se adiciond a la solucién

anterior.

+ Se hicieron una bolsas de plastico con suficiente espacio para

colocar la membrana y eliminar burbujas de aire.

¢ Se adiciond la soluciéon de prehibridacion a la bolsa , se verificd
gue no tuviera fugas y se eliminaron las burbujas de aire.

Finalmente se sell6.

% Se incubd a 42°C por 24 horas en un bafio de agua con
agitacion.
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Marcaje de |la sonda.

°,
°e

o
0.0

Se desnaturalizd 1 uL de un fragmento Pst1 de 360 pares de
bases del DNA complementario (DNAc) de la insulina
humana en un tubo eppendorf en bafio a ebullicion por 5

minutos, inmediatamente después en hielo.

Posteriormente se adicionaron 2 uL de dATP, 2 uL dGTP, 2
pL dTTP, 15 pulL de solucion amortiguadora Random Primers
y 4 pL de dCTP marcado radioactivamente con P*

(3000Ci/mmol, 10 nCi/uL), agua destilada cbp 49 pL.

Se adicion6 1uL de Klenow fragment (fragmento de

polimerasa |) y se incubé 3 horas a 25 °C.

Posteriormente se adicionaron 5 pubL de solucion
amortiguadora de EDTA, para detener la reacciéon y 100 pL
de TE (TRIS 10mM, EDTA 1mM).

Se prepard una microcolumna de cromatografia en una
jeringa de insulina colocando una cama de fibra de vidrio en
la punta de la jeringa y empacada con sephadex G50, se
centrifugo por 5 minutos a 1500 rpm para compactar la

columna.

Se aplicé la sonda marcada en la columna y se coloco un
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tubo eppendorf de 0.5 mL en la punta de la jeringa para
recibir la sonda marcada purificada. Se centrifugo a 1500 rpm

por 5 min.

Posteriormente se recuperd la sonda marcada y se aplicd a la
membrana contenida en la bolsa de hibridacién de manera
homogénea, se eliminaron las burbujas y se selld
nuevamente para hibridarla por toda la noche a 42°C en un

bafio maria con agitacion (Feinberg y Vogelstein, 1983).

Después de la hibridizacion, las membranas se lavaron en
condiciones de alta astringencia 2 veces a temperatura
ambiente en una solucién de SSC 2X y 2 veces a 50°C en
una solucién de SSC 0.1X, SDS (dodecilsulfato de sodio)
0.1% y se expusieron a placas autorradiograficas Kodak X-
OMAT por 24 horas a -70°C, wusando pantallas

-intensificadoras. Las autorradiografias fueron analizadas con

un densitémetro de imagen (Eagle Eye ll, Stratagene).
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Determinacion de las concentraciones hormonales en sangre

periférica.

Después de la extraccién del pancreas se obtuvo una muestra de
sangre por puncion cardiaca al momento del sacrificio del animal, las
cuales fueron centrifugadas para separar el suero. Se cuantificaron los
niveles de testosterona (T), estradiol (E;) por el método de
radioinmunoanalisis (RIA) empleando tritio como trazador (Sufi SB et
.al., 1986). Los anticuerpos fueron proporcionados por la OMS
(Ginebra, Suiza) y la hormona marcada de Amersham International,

Buckinghamshire U.K.
De igual forma se cuantificé la insulina circulante por RIA en fase
sélida (ICN Biomedicals, Inc, Costa Mesa, CA; Diagnostic Products

Corp, Los Angeles, CA).

Andlisis estadistico.

Los niveles de expresion del gen de insulina y las concentraciones de
insulina se analizaron estadisticamente por medio del programa

Sigma Stat del paquete Jandel Scientific,
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RESULTADOS.

CONTROLES

Figura 6. Analisis de las muestras en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del
RNA.

Integridad del RNA ribosomat.

En la figura 6 se muestra un ejemplo de los geles de agarosa donde
se corrieron las muestras de RNA del pancreas de las ratas, a la
izquierda los grupos control y a la derecha los tratados con
testosterona. En estos geles se observa la integridad de los RNAs
ribosomales, pues se observan dos bandas bien definidas

correspondientes a fas subunidades 18S y 28S.
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Curva estandar de insulina.

Los niveles de insulina se calcularon mediante la siguiente curva
estandar con 0.5, 5.5, 15, 35, 70, 175 y 310 pUl/mL de insulina. B/Bo
se define como las cuentas por minuto (cpm) de cada estandar sobre
las cpm de O pUl/mL, es decir de la unidén maxima del anticuerpo,
posteriormente se interpolaron los valores obtenidos de las muestras

en la curva (figura 7).

Curva estandar de insulina
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Figura 7. Curva estandar de insulina
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Efecto de la testosterona en los niveles de insulina.

En promedio los valores de insulina encontrados en el suero de los
animales fue mayor en el grupo tratado con testosterona 222.675
£1.468 en comparacién con el grupo control 123.992 +10.444. Los

resultados se expresan en pUl/mL mas menos el error estandar.

Concentracion de insulina
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Figura 8. Concentraciones de insulina en los grupos de estudio

Las diferencias entre los resultados fueron estadisticamente

significativas con una p<0.001.
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Concentracion de testosterona en el suero.

El promedio de la concentracion de testosterona detectada fue mayor
en el suero de las ratas tratadas 2.34 +0.05, que es mayor que en el
un adulto (1.5 £0.4), mientras que en el grupo control la concentracion
de testosterona encontrada que fue de 0.38 +0.2 .Los valores se
expresan en ng/mbL mas menos el error estandar. La diferencia entre

ellos fue estadisticamente significativa con una p<0.01.
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Figura 9. Concentracién de testosterona en el suero de los grupos en estudio
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Expresion del gen de insulina.

RNA insulina

Figura 10. Radiografia de un membrana de nitrocelulosa después de la hibridacion.

La expresion del gen de insulina se analizd tanto en el pancreas de la
rata prepuber no tratada como en la sustituida con testosterona. En la
figura 10 se muestra la radiografia de una membrana de nitrocelulosa
después de hibridarla con la sonda marcada con P*. Para el analisis
de la placas se empleo un analizador de imagen por densitometria
(pag 33).

Los valores promedios para el grupo control (n=30) fueron de 20267 *
1237.43 unidades arbitrarias, mientras que para el grupo tratado
(n=40) fue de 34337+ 2216.33. El analisis de los datos por la prueba
de t de student muestra que la diferencia es estadisticamente

significativa con una p< 0.001.
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Expresion del gen de insulina
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Figura 11. Niveles de expresion del RNAm de insulina. .p<0.001

Al cuantificar los niveles de estradiol circulantes por RIA resultaron no

detectables en ambos grupos.
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DISCUSION.

La experimentacion se llevo a cabo en rata prepuber con la finalidad
de evitar el efecto positivo o negativo que pudiera tener la secrecion
hormonal de las génadas del adulto en la sintesis y secrecion de
insulina. De ésta manera so6lo se evidencia el efecto de la testosterona

en dosis de terapia sustitutiva en el animal prepuber.

El incremento en los niveles de expresion del gen de insulina nos
muestra un efecto a nivel genémico de la testosterona, estos datos
apoyan y amplian los reportados por Morimoto et. al. (2001) quienes
encontraron que en machos adulto castrados y sustituidos con
testosterona y dihidrotestosterona se recuperan los niveles de
insulina. Este incremento en la expresion del gen de la insulina,
ademas del aumento en los niveles de insulina circulante pueden
hablarnos de un incremento en la sintesis de insulina y por tanto un
incremento en la transcripcion de éste gen como respuesta a un
estimulo externo, que en éste caso es la administracién de
testosterona, como unico factor de evaluacién, ya que las condiciones
de alimentacion, ciclos de luz/oscuridad, etc fueron las mismas para
ambos grupos. Incluso se traté de controlar la variabilidad interfamiliar
al comparar solo los grupos control y tratados provenientes de la
misma madre, es decir que los hijos de una misma madre se
dividieron en dos grupos a uno se le administré el vehiculo (control) y

al otro la dosis de sustitucién de testosterona (tratado).
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En el reporte de Morimoto et. a/. (2000) se realizaron estudios i vivo
con ratas castradas y sustituidas con hormonas esteroides, en donde
se utilizé dihidrotestosterona (DHT) un andrégeno no aromatizable
para descartar que el efecto encontrado se debiera a la
transformacion de la testosterona en estradiol. El resultado fue que el
patrén de expresién fue muy similar en el grupo sustituido con

testosterona y con DHT.

La regulacién que ejerce la testosterona sobre el gen de insulina se
puede atribuir a la interaccién de la hormona con su receptor, el cual
ha sido identificado en el pancreas (Diaz-Sanchez et. al, 1995), ésta
hipétesis ha sido apoyada por estudios /n vivo e in vitro (Morimoto éet.

al., 2001) y por el presente trabajo.

Por otra parte se conocen mecanismos no-genémicos por l0s cuales
los andrégenos podrian producir un incremento en la expresién del
gen de insulina a través del incremento en el influjo de calcio desde el
exterior y una movilizacidén de los depdsitos internos como se observa

en osteoclastos y células de Sertoli (Lieberherr et. al., 1994)

El incremento en los niveles de insulina nos dice que no sélo se esta
sintetizando mas insulina, sino que ademas ésta insulina es secretada
probablemente por el mismo mecanismo que opera en las celulas de
Sertoli y en los osteoclastos descrito anteriormente, aunque no se
tiene evidencia de que suceda asi, ésta posibilidad abre nuevas

brechas de investigacion en la descripcion de este mecanismo
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epigenético en el tejido que nos ocupa.

Para terminar podemos decir que esta investigacion muestra que la
testosterona incrementa los niveles del RNAm de la insulina y por
tanto la expresion del gen incrementando la sintesis de la insulina en

la rata prepuber.

Nuestros resultados apoyan la hipotesis de Burhem et. al (1980)
quienes sugieren que el hiperandrogenismo induce [a hiperinsulinemia

observada en el sindrome de ovarios poliquisticos.
CONCLUSIONES.

% La testosterona en dosis equivalentes a la terapia de sustitucién
hormonal incrementa de manera estadisticamente significativa la
expresion del gen de insulina en la rata prepuber.

& La terapia de sustitucion con la testosterona incrementa de

manera estadisticamente significativa los niveles de insulina

circulante en la rata prepuber.
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