O B0 &L
] 2
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA ;Jj

DE MEXICO

COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL
Y DE POSGRADO

CENTRO DE NEUROBIOLOGIA

EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES
SOBRE LA SINTESIS Y LIBERACION DE
INSULINA EN LA RATA:
ESTUDIOS IN VIVO E IN VITRO.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

PRESENTA:
M. EN C. LIDYA SUMIKO&IIORIMOTO MARTINEZ

MEXICO, D.F. . \
TESIS CON A8
FALLA DE ORILEN A



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



E! presente trabajo fue realizado en el departamento de Biologia de la Reproduccion del
instituto Nacional de la Nutricién "Salvador Zubiran”, bajo la direccién del Dr. Vicente
Diaz Sanchez, con el apoyo de la beca de Doctorado del CONACYT y del Programa de
Apoyo a las Divisiones de Estudios de Posgrado (PADEP) UNAM.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Cristina Fernandez Mejia por su importante apoyo para ia realizacién del
trabajo experimental, y a su equipo de colaboradores y amigos mios Memo, Gaby y
Jesus.

A Mary, Lulg, Roberto y Gerardo, por su apoyo y comprension.

il



i

Esta tesis esta dedicada:

A la memoria de mi madre.

A René Morimoto y Maria Sanchez,
fuente de experiencia inacabable.

A mis hermanos: Maria Oralia, Rosana,
René y José Manuel.

A Luis Alberto.



INDICE

RESUMEN
SUMMARY
INTRODUCCION
Biosintesis de la insulina
El gen de la insulina
La estructura del gen
Regulacion de la expresion génica
Regulacién de !a transcripcién por hormonas esteroides
Regulacion de la transcripcion del gen de insulina
Gen tipo | de insulina de rata
Gen tipo il de insulina de rata
Gen humano de la insulina
La Sintesis de la insulina
Estructura de ia insulina
Regulacion de la sintesis de la insulina
Regulacién de la concentracion de RNAm de insulina
Regulacion de la vida media del mensajero
Regulacion de la iniciacién de la fraduccion del RNAm
de la preproinsulina
Regulacion de la translocacién de la cadena de
preproinsulina naciente
Regulacién de la elongacién de la cadena
naciente de Ia preproinsulina
Secrecion de ia insulina
Transporte de glucosa
La giucocinasa
Modelo general de sefalizacion iniciada por glucosa
en la liberacion de insulina

iv

~N N O AW W W N -

o QT i Y
(o) B4 ) B4 ) T - 7 SEPE S

16

16

17

17

18

18

19



Moduladores de la secrecién de insufina
Potenciadores de la secrecién
Inhibidores de la secrecion
Hormonas esteroides sexuales y la biosintesis de la insulina
Estudios clinicos
Estudios en animales
HIPOTESIS
OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS
Estudios in vivo
Animales de estudio
Extraccién del RNA y andlisis de la expresién génica
por “Northern blot”
Hormonas en suero
Estudios in vitro
Aislamiento y cultivo de islotes pancreaticos
Contenido de insulina en el islote
Analisis estadistico
RESULTADOS
Estudios in vivo
Ratas macho
Concentracion de insulina
Expresion del gen de insulina
Concentracion de testosterona
Concentracién de estradiol
Ratas hembra
Concentraciones de insulina
Expresién del gen de insulina
Concentracion de esteroides gonadales
Estudios in vitro
Tratamiento de los islotes por una hora

21
21
21
22
22
23
24
24
26
26
26

27
28
29
29
30
30
31
31
31
31
31
33
34
35
35
36
37
39
39



Secrecion de insulina
Expresion del gen de insulina
Tratamiento por tres horas

Secrecién de insulina
Contenido de insulina

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

39
40
41
41
42
44
52
53



RESUMEN

Las hormonas esteroides participan en la homeostasis de la insulina. Esto ha sido
demostrado en modelos animales como la rata y en islotes pancreaticos en cultivo. Las
evidencias principales muestran que el estradiol y la progesterona incrementan la
secrecion de la insulina basal y en respuesta a glucosa. A pesar de la importancia que
las hormonas esteroides parecen fener en el metabolismo de ia insulina, no existen
estudios que demuestren los efectos de estas hormonas, a nivel molecular en la
biosintesis de la insulina, por esta razon el presente estudio tuvo como objetivo general,
estudiar los efectos del estradiol, progesterona y testosterona en la biosintesis y
secrecién de la insulina in vivo e in vitro. Para el estudio in vivo, se utilizaron ratas
Wistar de ambos sexos en diferentes condiciones endécrinas. Los machos fueron
divididos en preptberes, intactos (control), gonadectomizados, gonadectomizados y
sustituidos con estradiol y testosterona. Las hembras se estudiaron en las diferentes
etapas del ciclo estral (prepliberes, proestro, estro, metaestro y diestro). Se hicieron
determinaciones en sangre de estradiol (E;), progesterona (P4), testosterona (T) e
insulina en cada uno de los animales de estudio. Ef RNA total, fue extraido del pancreas
de cada animal y la expresion del gen de insulina se estudié por Northern blot. Para el
estudio in vitro, se establecié un cultivo primario de islotes pancreaticos de rata, los
cuales fueron incubados por 1 hora con 1 pg/mi de E;, P; y T. Se midié la insulina
secretada al medio, por radioinmunoandiisis (RIA). El RNA total fue extraido de los
islotes pancreaticos y fue analizado por Northern blot. Otra serie de islotes fue tratado
por 3 horas con Ez, P4, T, dihidrotestosterona (DHT) y androstendiona (A). De estos
islotes se cuantificé el contenido total de insuiina dentro del islote y 1a secrecién de
insulina, por RIA. Resultados: En los machos se encontré que la castracion provoca
una disminucién en la expresion del gen de insulina, al administrar testosterona a los
machos castrados, se recuperé ia expresion de manera parcial en relacion a las ratas
control. Cuando estos animales fueron sustituidos con estradiol, la expresion sobrepasd
a la de los controles. En las ratas hembra se observd que la expresion del gen de la
insulina varia a lo largo del ciclo estral, y se encontrd una correlacién de los valores de
estradiol y progesterona en sangre con la expresion del gen durante el ciclo estral,
encontrandose una mayor expresién en el proestro. En relacion a la concentracién de
insulina circulante, el efecto fue similar a lo observado en la expresién del gen. En el
modelo in vitro, se observé que la testosterona a 1 h, causa una disminucion en la
secrecion de insulina y un incremento en ia expresion del gen; a las 3 hrs de incubacion
se incrementd la secrecion, asi como el contenido de insulina en el islote por efecto de
esta misma hormona, El estradiol, incrementd la secrecion de insulina en los islotes
pancreaticos, después de 1 y 3 hrs de tratamiento, sin embargo no tuvo efecto sobre la
expresion de! gen. La progesterona provocd una disminucién en la secrecién de
insulina a 1 h de tratamiento, pero no tuvo efecto significativo en el contenido de
insulina dentro del islote ni en la expresién del gen. La DHT mostré un efecto positive
sobre la secrecion de insulina pero no sobre el contenido. L.a A no mosird efectos
consistentes. Con estos resultados podemos concluir que las hormonas esteroides
tienen un efecto diferencial en el metabolismo de la insulina, modulando ia expresion
del gen, la secrecion de insulina previamente sintetizada y/o el contenido de insulina
(insulina no secretada).



SUMMARY

The role of sexual stercid hormones on insulin biosynthesis and secretion has been
controversial. There is evidence that in the rat and isolated islets of Langerhans, the
freatment with 17 B-estradiol or progesterone usually increase insulin secretion, both,
basal and glucose-induced. To our knowledge the effects of sexual steroid hormones on
insulin metabolism at molecular level have not been expiored. The aim of the present
work was to study the effects of estradiol, progesterone and testosterone on insulin
biosynthesis and secretion in vivo and in vitro. For in vivo study, male and female Wistar
rats in physiological conditions and under different experimental treatments were
employed. Males were divided in infact (control), gonadectomized and testosterone or
estradiol substituted. Females were studied at different stages of estral cycle, having 4-
day vaginal cycle. Plasma progesterone (Ps), estradiol (E), testosterone and insulin
concentrations were determined. From each animal, the pancreas was taken and {otal
RNA was extracted. Northern blot was performed to analyze the pancreatic insulin gene
expression. For in vitro study, primary cultures of islets of Langerhans were established.
Ez, Ps or T was added in 1 ug/mi for 1 h to each cuiture. Insulin was measured in the
media. Total RNA was extracted from islets and the insulin gene expression was
analyzed by Northern blot. Other series of islets were treated with E; Ps, T,
dihydrotestosterone (DHT) and androstenedione (A) for 3 h. Total insulin content in the
islet and insulin secretion were quantified by radioimmunoassay (RIA). Results: In
males the testosterone produced an increment in insulin gene expression but not clearly
in insulin concentration. In female rats, the expression of insulin gene varies along estral
cycte. During proestrous the expression was the greatest and was correlated with
estradiol and progesterone levels. The plasmatic insulin concentration in female rats
was correlated with insulin gene expression. In the islets culiure, testosterone
administration increased insulin gene expression as compared with control islets. in
relation to insulin secretion, P4 and T caused a reduction while E; increase almost twice
the insulin secretion in isolated islets at 1 h of treatment. At 3 h of treatment, T and DHT
caused an increase in insulin secretion, but in content only E; and T produced a
significant increment. Androstenedione didn't show any significant effect. In conclusion,
in male rats the insulin gene was affected by testosterone and in female rats estradiol
and progesterone were correlated with the variations in expression of insulin gene along
the estral cycle. In the islet culture there were differential effects of the hormonal
treatment. Testosterone acts at biosynthetic, storing and secretion levels. Estradiol acts
on insulin secretion and content. DHT affects insulin secretion but not insulin content.
Taken together this data indicate that insulin gene expression and secretion of
previously synthesized insulin seem to be modulated by gonadal steroids.



INTRODUCCION

Biosintesis de la insulina

El gen de la insulina

La estructura del gen. La estructura del gen de la insulina se encuentra altamente
conservada entre diferentes especies y consta de tres exones y dos intrones (Beli ef al.
1980). El exon 1 esta localizado en la region 5’ no traducible del gen. El exdn 2 contiene
secuencias que codifican para el péptido sefial, la cadena B de [a insulina y una parte
de! péptido C, mientras que el exdn 3 codifica para e! resto del péptido C, ia cadena A
de la insulina y secuencias 3’ no traducibles (ver figura 1). La longitud y la secuencia de
los intrones es altamente variable entre especies. Sin embargo la longitud relativa (el
infrén 1 es generalmente mas corto que el 2) y la posicién (el intrén 1 se localiza en la
region 5 no traducible y e! intrén 2 interrumpe el gen entre el primer y segundo
nucledtidos del codén del aminoacido 17 del péptido C) son altamente conservadas. El
gen de la insulina estd presente como una sola copia en muchos vertebrados
incluyendo al hombre, sin embargo en la rata y el raton, existen dos genes de la
insulina, no alélicos, el tipo | y I, que son sintetizados casi en la misma proporcion
(52%-48%) (Lomedico ef al. 1979; Wentworth et al. 1986). El intrén dos esta ausente en
el gen tipo | de la rata y el raton. Los genes [ y Il de preproinsulina de rata, se
encuentran separados uno del otro por 100,000 Kb en el cromosoma 1 (Soares et al.
1985). El gen de la insulina humana se localiza cerca del final del brazo corfo del
cromosoma 11 (Harper et al. 1881).

IVS-1 Ivs-2

El E2 E3

Figura 1. Estructura del gen de la insulina (tomado de Clark y Docherty, 1992). Disposicién de los excnes E1-E3 ¥
los intrones (IVS-1 e IVS-2) . El gen de la insulina humana fiene 1430 pares de bases (E1, 42 pb; IVS-1, 179 pb; E2,
204 pb; IVS-2, 786; y E3, 219 pb). Las regiones del RNAm y de ia preproinsulina, son: U 1a regién 3’ y 5 no
traducible del RNAm; P,.B, C v A, son el pre-péptido, cadena B de la insulina, péptido C y cadena A de la insulina,
respectivamente.



Regulacion de la expresion génica

La expresion de los genes puede ser regulada a nivel transcripcional (iniciacion y
elongacion de la transcripcién) y postranscripcional {(procesamiento y transporte
intracelular de los transcritos, estabilizacién de los mensajeros dentro del citoplasma,
traduccién de los mensajeros, modificaciones postraduccionales de las proteinas). La
importancia de cada uno de estos tipos de regulacion es variable dependiendo del gen
de que se trate. En esta seccidon solamente se considerard la regulacion de genes
eucariontes (transcritos por la RNA polimerasa i) que ocurre a nivel de la iniciacion.

La regulacién de la transcripcién, depende de la interacciéon de secuencias de DNA en
“cis” (intragénicas) situadas en la proximidad del gen y con elementos en “trans’
(Mitchel and Tjian, 1989) . Estas secuencias han sido clasificadas de acuerdo a sus
propiedades como promotores, aumentadores (enhancers) y silenciadores (silencers).

Los promotores son un conjunto de secuencias agrupadas alrededor del sitio de inicio
de la transcripcién, Estas secuencias (de 100 pb tipicamente), representan el sitio de
union y ensamblaje del complejo de iniciacién, que comprende a la RNA polimerasa il y
factores de transcripcion relacionados (TFIIA, TFIB, TFHC, TFIE, TFHF y TFIS;
Saltzman and Weinmann, 1989). Muchos promotores poseen una secuencia
conservada, TATAAA (la caja TATA; Breathnach and Chambon, 1981) situada en
direccion 5’ a unos 20 0 30 nucledtidos del sitio de inicio de la transcripcion, su funcién
primaria es asegurar que los franscritos sean iniciados precisamente. Sin embargo
muchos promotores, particularmente de los genes (housekeeping) constitutivos
carecen de cajas TATA y en su lugar, presentan elementos ricos en GCs (Bird, 1986) .
Los potenciadores y silenciadores, son secuencias de regulacidn situadas a distancias
variables del sitio de inicio de la transcripcion {entre 100 y varios miles de pares de
bases en direccién 5’ 0 3'de este sitio de inicio) Estas secuencias estimulan o reprimen
(respectivamente) la transcripcidbn de genes situados en la proximidad. Los
aumentadores, fueron primero identificado en genes virales donde mostraron activar al
gen de manera independiente de la posicidn y la orientacion (Khoury and Gruss, 1983).



A diferencia de los aumentadores virales, que actGan en una gran variedad de tipos
celulares, la actividad de los aumentadores en los genes eucariontes, esta en la mayor
parte restringida a tipos celulares particulares. Los aumentadores eucariontes pueden
controlar de manera temporal o especifica del tgjido, la expresidn de los genes,
mediando la respuesta a agentes que inducen 0 moduian la expresion de los mismos
(Maniatis et. al. 1987).

Se cree que los promotores y aumentadores operan interactuando con proteinas
reguladoras de !a transcripcion (Ptashne, 1988; Johnson and McKnight, 1989); estas
proteinas pueden agruparse en familias estructuralmente relacionadas, basadas en las
regiones de unién al DNA y de dimerizacion:

1. hélice-giro-hélice; 2. dedos de zinc; 3. zipers de leucina; 4. hélice-asa-hélice.

£l mecanismo por el cual los aumentadores activan a distancia ia transcripcion, no se
conoce completamente sin embargo se cree que las secuencias de DNA situadas
entre el promotor y el aumentador forman una asa en el seno de la cual las proteinas
que se fijan a estas secuencias tienen la posibilidad de interactuar. Estas interacciones
son importantes para la activacion de la transcripcién (Maler et. al. 1889).

Algunas de las proteinas que se fijan a los aumentadores se expresan
constitutivamente en un gran nimero de tejidos y su papel es atin desconocido, pero se
piensa que pueden contribuir al nivel basal de la actividad del aumentador en presencia
de ofras proteinas cuya expresion es regulada. Estas proteinas pueden expresarse
selectivamente en tejidos especificos en uno o varios momentos precisos del desarrollo.

La actividad del potenciador puede también variar segtn el ambiente celular por fijacion
de las proteinas de regulacion en respuesta por ejemplo a fenémenos de choque
térmico, a la presencia de hormonas en el medio, a factores de crecimiento o0 a metales
pesados.



Regulacion de la transcripcion por hormonas esteroides. l.as hormonas esteroides
participan en la regulacién del desarrollo, la diferenciacion celular y la respuesta
fisiolégica a diversos estimulos. Para producir estos efectos, las hormonas esteroides,
penetran a la célula por difusién pasiva, dentro de ella son reconocidas por proteinas
receptoras citoplasmicas ¢ nucleares especificas. Los receptores a hormonas
esteroides pertenecen a una superfamilia de factores de transcripcion inducibles por su
ligando, comprenden receptores para acido retindico, hormonas tiroideas y varios genes
para los que su ligando fisiolégico no es conocido ain. Estos receptores estan
organizados estructuraimente en diferentes regiones o dominios. Contienen una region
amino-terminal (I) que participa en la regulacion de la transcripcion; un dominio de
unién al DNA () de 66 a 68 aminoacidos (aa); una regién bisagra (ilf) y un dominio de
union a la hormona (IV). El dominio §, es la region méas variable entre los receptores a
hormonas esteroides. El dominio de union al DNA (il y lll) es una regién altamente
conservada entre los miembros de esta familia. Este dominio tiene 2 regiones Cl y Cll
parecidas a dedos de zinc, dichas estructuras se doblan para formar una sola region
que asemeja a la conformacién de las proteinas hélice-giro-hélice que constifuyen
factores transcripcionales. La region carboxilo terminal comprende aproximadamente
250 aa y corresponde al dominio de unién a la hormona (IV). Dentro de esta regién se
han identificado sub-regiones especificas responsables de la actividad transcripcional o
TAF (por sus siglas en inglés transcriptional activating function), estas regiones son muy
parecidas a los dominios acidicos de activacién de ciertos factores de transcripcion. La
regién lll, situada entre las regiones de unién al DNA y de unidn a la hormona, es rica
en aminoacidos (aa) basicos y aunque no es un dominio altamente conservado, es
similar a la secuencia de translocacion nuclear del antigeno T del virus SV40 (Landers
and Spelberg 1992).

El mecanismo por el cual los esteroides regulan la expresion de genes responsivos, se
presenta después de ia unién de la hormona a su receptor especifico, esta unidn resulta
en un cambio conformacional del receptor, que aumenta su afinidad por el DNA. El
complejo hormona-receptor se une en forma de dimero (homo o hetercdimero) a una
secuencia de reconocimiento en la proximidad del gen regulado, dichas secuencias son
los elementos de respuesta a hormonas (ERH) en donde se puede activar o reprimir la



transcripcion (Yamamoto, 1985; Beato, 1988; Schmitd ef. al. 1989; Carson-Jurica et. al.
1990; Landers and Spelberg 1992).

Regulacion de la expresion del gen de la insulina

La mayor parte de los estudios sobre la regulacion del gen de insulina se han llevado a
cabo en los genes | y 1l de insulina de rata. El gen | surge det gen ancestral (tipo Il) por
un evento de transcripcion mediado por una duplicacion del RNA. El franscrito de RNA
involucrado se inicié desde un sitio secuencia arriba del promotor normal fisioldgico del
gen tipo Il de la insulina, asi, el gen | es homblogo al Ii en cerca de 500 pares de bases
secuencia arriba del sitio de inicio de la transcripcién (Soares et. al. 1985).

Los genes 1 y Il de la insulina de rata se expresan en igual proporcién en islotes
normales, pero no en algunas lineas celulares derivadas de insulinomas (Koranyi ef. al.
1989)

Dado que el gen tipo | ha sido estudiado con gran detalle, se mencionaran iniciaimente
los mecanismos de regulacion en este gen y posteriormente se revisara el gen tipo Il y
el gen humano.

Regulacion de la transcripcion del gen tipo 1 de la insulina de rata. La regulacién de
la transcripcion del gen de la insulina depende de ia interaccidn de secuencias
localizadas dentro del mismo gen y de proteinas transactivadoras.

Como muchos ofros promotores, el promotor del gen de la insulina posee una
secuencia conservada, la caja TATA, localizada 20 a 30 (-20 a -30) nucledtidos
cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcidn. A esta secuencia se une el factor
TFHD y marca el sitio de iniciacion.

E! aumentador del gen de la insulina estd compuesto por secuencias que interactian
con proteinas nucleares reguladoras para modular ia actividad del promotor, de una
manera positiva o negativa (Karlsson et al. 1987). El arreglo de las secuencias
regulatorias del gen tipo | de la insulina de rata, se muesira en la figura 2.
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Figura 2. Estructura de los elementos reguladores y las proteihas que se unen a ellos, en el gen tipo i de insulina de rata. La escala
(-1 a -350) muestra los nucledtidos secuencia amiba del sitio de inicic de fa transcripcién. Las secuencias de los elementos se
muestran abajo y las proteinas reguladoras anmiba del esquema. (Tomado de Docherty and Clark, 1894 y German M, et al. 1995).

Utilizando un fragmento del gen de insulina fusionado con CAT como gen reportero,
Waliker y colaboradores (Walker ef. al. 1983) encontraron que las secuencias entre -333
y +55 del gen tipo | de insulina de rata fueron suficientes para la expresién de! gen en
células B transfectadas. Después de utilizar mutagénesis dirigida en esta region, se
encontrd que aigunas mutaciones tenian efectos deletéreos moderados sobre la
transcripcion, mientras que las mutaciones de fres diferentes regiones disminuian la
transcripcion hasta 5 veces 0 mas. La primera de estas regiones fue ia caja TATA (-20
a -30) y las otras dos coincidieron con una secuencia de ocho pares de bases
GCCATCTG en -105 y —231.

Estas regiones han sido llamadas caja E1 y caja E2 respectivamente. Una doble
mutacion en E1 y E2 impide la transcripcién del gen.

Estas secuencias pertenecen a una clase de sitios reguladores conocidos como caja E,
los cuales tienen la secuencia consenso CANNTG y estén implicados en 1a regulacién
tejido especifica de genes en misculo, pancreas vy tejido linfatico. Las cajas E se unen a



una familia de factores reguladores conocidos como proteinas hélice-asa-hélice (HLH).
Estas proteinas, poseen un dominio capaz de formar dos hélices anfipaticas separadas
por una estructura en forma de asa y se localizan al lado de dominios basicos. El
dominio hélice-asa-hélice esta involucrado en la dimerizacién entre las proteinas HLH,
mientras que los dominios basicos participan en la unioén al DNA del sitio regulador. La
secuencia de las cajas E se une al factor 1 aumentador de la insulina (IEF-1) que esta
presente en las células B y o del pancreas, en las células de la pituitaria, pero que esté
ausente en células no endécrinas (Ohlsson ef. al. 1986).

Haciendo un analisis de bibliotecas gendémicas de expresion, se ha logrado clonar
ciertos genes de factores que se unen a las regiones E. Todos los clones, se derivan de
un gen simple, el E2A, que genera al menos dos proteinas por procesamiento
alternativo. El IEF-1, es un complejo heterodimérico HLH compuesto por el producto del
gen E2A y IESF1. Como las proteinas E2A se expresan en una gran variedad de
células, la expresidn diferencial del heterodimero IEF1, puede ser debida a la expresién
restringida del IESF1 (factor especifico aumentador de la insulina). En este caso el
IESF1 representa un importante factor de transcripcion de las células § (Ohlsson et. al.
1988).

Una secuencia reguladora importante adicional ¢contiene un motivo TAAT (uno de los 4
motivos o cajas A en esta region del promotor). En el gen | de la insulina de rata esta
caja TAAT (A1) esta localizada en ta posicidon —77. Esta regién, proximal ai promotor,
une al factor IPF-1 (factor promotor de ia insulina) que se presenta solamente en
células B.

Alrededor de la posicidon —198 existe una secuencia rica en AT (elemento A4 y A3) que
contiene cuatro copias de la secuencia TAAT, 3 en la cadena superior y una en la
inferior. Esta region, se une con diferentes proteinas, varias de las cuales han sido
caracterizadas después del aislamiento de sus correspondientes DNAcC y muestran que
contienen “homeocdominios”. Estas proteinas incluyen: 1) isl-1, factor relacionado con
las proteinas homeodominio del neméatodo Caenorhabditis elegans; 2) cdx-3; 3)imx-1
(caja LIM) la cual tiene un dominio rico en Cys/His; 4) la proteina hepéatica HNF1a
(factor nuclear de los hepatocitos). Otros factores gue han sido caracterizados incluyen
a IEF-2 y UIF-1 (factor 1 secuencia arriba del gen de la insulina) que esté presente en



las células B Unicamente; y el factor C1 que puede ser importante en la respuesta
transitoria del gen de la insulina a ta estimulacién con glucosa (Clark and Docherty,
1892).

La caja E2 y la caja A1 funcionan sinergicamente. Ninguna de las dos puede funcionar
sola, se requiere de ambas para aumentar la actividad transcripcional, constituyéndose
en lo que se ha ilamado mini aumentador E2/A1. Este sinergismo puede ser observado
a nivel de proteinas, la proteina E2A, E47 (que forma parte del heterodimero |IEF1 que
se une a E2), no activa el mini aumentador por si solo. Sin embargo cuando se
transfecta a fibroblastos que expresan Imx-1, la proteina E47 causa una activacién
sinérgica dramatica del mini aumentador (Karlsson ef. al. 1989).

Otras secuencias que pueden jugar un papel importante en la regulacion de la
transcripcion del gen tipo 1 de la insuling, incluyen a la caja G1 (-57 a ~40), la cual se
une a las ampliamente distribuidas proteinas con dedos de zinc (Pur-1) y un nicleo
aumentador situado entre- 285 a ~332, que se conoce como el “footprint” E1. Asi mismo
el gen 1 de la insulina de rata (y en posicién equivalente el gen 2 y el gen humano)
existe un elemento de respuesta a AMP¢ (CRE) en la posicién —184 a —177. (Philippe
and Missotten, 1990 a). Este elemento fue identificado probando ia habilidad de
constructos insulina-CAT para responder al AMPc¢. Este constructo quimérico contiene
410 pb del material 5" secuencia arriba del gen de CAT,; asi se mosiré un aumento
importante en la transcripcién, de hasta cuatro veces. La delecién o mutagénesis de la
secuencia TGACGTCC (-184 a —177) compromete esta responsividad.

Gen tipo Il de la insulina de rata. Aunque el gen Il tiene un 80% de homologia con el
gen | en {a region ~370 a +1, su regulacién difiere en algunas cuestiones.

Primero, en ausencia de secuencias aumentadoras, el promotor es bastante activo
tanto en células secretoras como en no secretoras (Whelan ef. al. 1989).

Una proteina especifica de las células B, se une dentre de la region del promotor y una
proteina ubicua relacionada con el factor de transcripcién COUP ( por sus siglas en
inglés: chicken ovalbumin upstream protein) se une en la posicién 54 a —45. E! papel
de estas proteinas y la naturaleza de las diferencias entre los promotores de los genes
de insulina de rata permanecen sin esclarecerse.
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La mutagénesis de la region 5’ del gen [l de insulina de rata, revela més de 8 regiones
distintas, en las que la mutacién disminuye la tasa de transcripcion mas de dos veces
(Crowe et. al. 1989).

Nuevamente la region E1 es de una importancia critica, su mutacién causa una
disminucion de la transcripcion del gen reportero, de 25 veces. No existe una
homologia exacta de los dominios E1 y E2, por lo que se cree gue una delecion en E2
tuvo efecto significativo sobre Ia transcripcion. Por eso alin no se conoce si esta region
es transcripcionalmente activa en este gen; pero ciertamente no juega el mismo papel
critico que la caja E2 en el gen tipo | de la insulina de rata.

Otro elemento localizado enire -110 y ~129 es altamente sensible a la mutacién y
contiene la secuencia GGAAA (A2l). Este elemento parece cooperar con la caja E1, si
un fragmento de restriccion contiene ambos elementos, y este se incluye deniro de un
constructo, es capaz de estimular a transcripcion de un promotor heterélogo de manera
especifica en las céluias  (Hwung et. al., 1990).

Finalmente otros elementos sensibles a la mutacion incluyen regiones de homologia
con el gen |, son las regiones E1 y A3; una regién de homologia al elemento de
respuesta al AMPc del gen |; el sitio de unidn al factor COUP; una regién que contiene
la secuencia CTTAAT y algunas secuencias mas, aln ho caracterizadas alrededor del
sitio —185.

Gen humano de la insulina. Una investigacion preliminar del gen de la insulina, indica
que las secuencias aumentadoras se encuentran localizadas cadena abajo en la
posicion —258 (Walker ef. al. 1983). Estudios posteriores, ufilizando el anélisis por
delecion, revelan la presencia de regiones activas, cadena arriba de esta posicion
(Boam et. al. 1989).

Un elemento de regulacidbn negativa, se encuentra airededor de la posicion 270
cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcion, este elemento es activo tanto en
células B como en células que no secretan insulina.

Boam y coiaboradores (Boam et al. 1990), encontraron que la delecidon de los
nucledtidos -279 a —258, causaban un gran incremento (25 veces) en la transcripcion
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del gen, en células productoras de insulina. Ellos designaron esta secuencia como
region regulatoria negativa o NRE.

Un fragmento que contiene esta regién ha mostrado regular independientemente, a la
baja el promotor de la timidina cinasa (tk) en una linea de células #. Esta region provoca
una disminucion del 50% en la actividad promotora de tk en células HiT productoras de
insulina (Crowe and Tsai, 1989).

Estos sitios de regulacién negativa pueden estar involucrados tanto en la regulacion
de la expresién del gen de insulina como en la respuesta a sefiales externas como
hormonas (Welsh M, 1989; Docherty and Clark, 1994).

Asi lo demuestran Goodman y colaboradores (Goodman ef. al 1996}, quienes
encontraron que la regién comprendida entre —258 y ~279 del promotor del gen de la
insulina humana, sirve como sitic de regulacién negativa (NRE), pues a través de
experimentos de transfeccién en células HIT (céiulas de insulinoma de hamster), se
observé una disminucion del 45% en ia actividad del promotor, ademas se encontrd que
el dominio de unién al DNA del receptor a glucocorticoides (GR) se une a este sitio
NRE. De esta manera estos autores sugieren la posibilidad de la regulacion de la
expresion del gen de insulina por efecto de los glucocorticoides, y dado que las células
B, son las unicas en el islote que expresan el GR (Fisher ef al 1990), muy
probablemente la union de GR con NRE desempeiie un papel muy importante en la
diferenciacion de la céluia p.

Existe evidencia de que inmediatamente después (cadena arriba) de este sitic se
encuentra una regién que actia positivamente y corresponde al “footprint” E1. Esta
region antagoniza con el NRE adyacente y es activa tanto en células productoras de
insuiina, como en no productoras. Varios factores son capaces de unirse a esta region,
uno de ellos parece ser que reconoce sitios CT.

Los resultados obtenidos tanto de estudios de expresidn transitoria como estudios con
ratones transgénicos (Fromont-Racine ef. al. 1990.) sugieren que las secuencias
localizadas aln mas lejos del sitic de inicio de la transcripcién, pueden estar
involucradas en la regulacién del gen. Un sitio putativo de regulacién, atun no ha sido
identificado y caracterizado, pero puede incluir una secuencia de alrededor de —340 que
se asemeja a un sitio de unidn para el factor Sp1.
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La delecion de la regién E2 humana, tiene un efecto drastico sobre la transcripcion,
sugiriendo un papel positivo en la regulacién del gen; aunque la homologia con la
regién E2 del gen | de la rata es incompleta (tiene ocho de diez residuos) y los 2
residuos diferentes parecen ser importantes para la actividad de la caja E. Sin embargo
las regiones E1 y E2 en el gen humano son capaces de competir de manera cruzada
por la unién de factores nucleares, sugiriendo que al menos una de las proteinas es
capaz de reconocer ambos sitios. Por |o tanto sera necesario esclarecer si las cajas E1
y E2 en el gen humano regulan la transcripcion de la misma manera.

La regidn —201, contiene una secuencia TCTAAT (A3), fuertemente conservada en los
dos genes de insulina de rata y corresponde a la region A4/A3, una secuencia
relacionada con CCTAAT (A1l). Una delecion en la regidon A3, causa una fuerte
disminucion en la actividad transcripcional.

Otros sitios reguladores putativos en el promotor del gen humano de la insulina, han
sido detectados por estudios de unién de proteinas, y son los siguientes:

-La secuencia —167 a —221, contiene dos sitios de respuesta a AMPc, CRE! y CREI|
(Inagaky et. al, 1992). Proteinas nucleares que se unen a esta regidn han sido
detectadas en todas las lineas celulares probadas, lo gue puede esperarse por lo
importante del factor CREB.

-En la posicion —153 a —127, existen 2 copias de la secuencia GGAAT. El patrén de
proteccion a ia DNasa dentro de esta regién, claramente difiere en células secretoras
de insulina, de aquellas que no io son (Clark and Docherty, 1992).

La sintesis de la insulina

La insulina es sintetizada por las células 8 del pancreas, como una preprohormona que
es procesada después de su traduccion, para dar una molécula bioldgicamente activa.
El precursor de la insulina es una cadena polipeptidica de ~9000 daltones, llamado
proinsulina. El producto inmediato de fa traduccién del RNAm de la proinsulina, es un
péptido de 11,500 daltones. Este precursor ha sido llamado preproinsulina; el cual
consta de un péptido sefial de 24 aa, seguido por la cadena B, un péptido conector
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(péptido C) que contiene cerca de 30 aa y finalmente la cadena A (Feling and Bergman,
1995). La preproinsulina recién sintetizada y empacada dentro de granulos secretores,
es procesada durante su viaje a través del reticulo endoplasmico y el aparato de Goigi.
El péptido sefial actia como una contrasefia que dirige el transporte de la proteina
naciente desde los ribosomas al reticulo endoplasmico (RE). Este proceso involucra la
interaccién con una particula de reconocimiento citosdlica (SRP), la cual causa una
asociacion del complejo, con ei receptor a SRP presente en el RE, durante esta
transferencia, una peptidasa remueve el péptido sefial, convirtiendo la preproinsulina en
proinsulina. La proinsulina se mueve a fravés de la formacion de vesiculas, desde el
reticulo endoplasmico hasta el aparato de Golgi. La conversion de insulina y péptido C,
tiene lugar en el complejo de Golgi por efecto de dos endopeptidasas. El péptido C es
co-secretado con la insulina (Bailyes ef. al. 1992).

Estructura de la insulina. La insulina es una molécuia pequefia con un peso molecular
aproximado de 6000 . Esta formada por 2 cadenas polipeptidicas, la cadena A (21 aa) y
la cadena B (30 aa), conectadas por 2 enlaces disulfuro intermoleculares (A7-B7 y A20-
B19) y un enlace intermolecular entre A6 y A11. En la figura 3, se muestra de manera
esgquematica la estructura de la insulina.

Figura 3. Secuencia de aminoécidos de la insuiina
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Regulacion de la sintesis de insulina. La biosintesis y secrecion de la insulina por las
células B pancreaticas es reguiada por una gran variedad de factores incluyendo a ia
glucosa, algunos aminoacidos, neurotransmisores y hormonas. Entre los diversos
elementos capaces de estimular la secrecién de insulina, la glucosa es fisioldgicamente
el mas importante. (Feling and Bergman,1995). Se sabe que el estimulo que promueve
la liberacion de insulina es el metabolismo de ia glucosa u otro nutriente secretagogo,
que provoca la secuencia de eventos que acoplan al cierre de canales de K' regulado
por ATP con la liberacion de insulina; proceso en el que los cambios en la
concentracion citoplasmica de Ca®* en las células B, es esencial (Jones and Persaud,
1998; Pertusa ef. al. 1999).

La regulacion de la sintesis de la insulina se lleva a cabo en diferentes niveles:

Regulacion de la concentracion del RNAm de insulina. El control a largo plazo de la
produccién de insulina estd mediado por los cambios en las concentraciones de RNAm.
De esta manera ia céiula P puede rapidamente restablecer los almacenamientos de
insulina, permitiéndole responder a cambios en los niveles de glucosa en sangre a lo
largo del dia y al mismo tiempo tiene la capacidad de adaptarse a cambios dietarios a
largo plazo o a periodos de ayuno. Los mecanismos involucrados en la modulacién del
RNAm de la insulina han sido estudiados in vitro, en sistemas de cultivo. En uno de los
primeros estudios, la incubacién de islotes de ratdn por varios dias en altas
concentraciones de glucosa resuitd en un incremento dramatico en los niveles de
RNAm. En islotes de humanos y de rata, los efectos en el incremento del RNAm de
insulina fueron observados después de 4 horas de incubacién con altas
concentraciones de glucosa (Philippe ef. al. 1994). Otros nutrientes y hormonas que
regulan los niveles de RNAm de la insulina son la L-Leugina y su producto metabdlico
2-cetoisocaproato, ambos incrementan el RNAm de la insulina en islotes aislados de
rata, enfatizando el papel del metabolismo mitocondrial en la generacién de sefiales
que controlan ia transcripcion del gen de insulina (Docherty and Ciark, 1994)
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Regulacién de la vida media del mensajero. La glucosa también tiene efecto sobre la
vida media del RNAm de la insulina. Estos efectos fueron observados midiendo la tasa
de decaimiento del RNAm de insulina marcado con *H-uridina en islotes incubados en
presencia y ausencia de el inhibidor transcripcional, actinomicina D. El RNAm de la
insulina se encontrd relativamente estable, con una vida media de 30 h. Esta vida
media fue casi tres veces mas larga en islotes cultivados con 17 mM de glucosa,
comparados con 3.3 mM de glucosa (Docherty and Clark, 1994). También los
glucocorticoides tienen efecto sobre la vida media del mensajero de la insulina. La
dexametasona desestabiliza el RNAm de la insulina, regulando asi negativamente la
expresion del gen de insulina en células HIT T15 y en preparaciones de islotes que han
sido disgregados (Philippe and Missoten, 1990).

Regulaciéon de la iniciacion de la traduccién del RNAm de la preproinsulina. Un
analisis de la distribucién ceiular del mensajero de la preproinsulina en islotes
pancreaticos de rata, sugiere que la glucosa incrementa la tasa de iniciacidon de la
traduccién. La exposicién de isiotes a glucosa, en concentraciones mayores de 3.3 mM,
resultd en un incremento en la transferencia del RNAm de insulina desde el citoplasma
a las fracciones subcelulares que contienen ribosomas y polisomas (Bailyes et. al.
1992).

Regulacién de la translocacion de la cadena de preproinsulina naciente mediada
por la particula de reconocimiento de la sefal (SRP). Investigaciones sobre
traduccién in vitro en homogenados de islotes indican que la estimulacidén de ia
produccion de preproinsulina por glucosa, puede ser ef resultado de un incremento en
la asociacion del complejo de iniciacidén con el receptor a SRP. La adiciéon de receptor a
SRP purificado de pancreas de perro a homogenados de islotes, incrementa la
incorporacién de la tirosina-I'?® a la preproinsulina. Esta respuesta fue aun mayor
cuando los isiotes se incubaron en glucosa 16.7 mM; lo que indica que en islotes
estimulados con glucosa ia SRP puede ser alterada estructuralmente, aumentando la
interaccién con su receptor (Bailyes et al. 1992).
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Regulacién de elongacion de la cadena naciente de preproinsulina. La tasa de
elongacion traduccional de la preproinsulina puede ser regulada especificamente por
glucosa en un rango de 0 a 5.6 mM. Esto ha sido mostrade en experimentos sobre la
biosintesis de proinsulina bajo condiciones en las que la elongacion es la etapa
limitante, por ejemplo en presencia de bajas concentraciones de cicloheximida. La
sintesis de proinsulina fue estimulada por glucosa a concentraciones superiores a 5.6
mM, la sintesis de ofras proteinas no fue afectada por glucosa. La estimulacion tiene
lugar sin ninglin cambio en ia distribucion intracelular del RNAm de la preproinsulina y
esto sugiere un incremento en la tasa de elongacién de la cadena polipeptidica.
(Bailyes ef. al. 1992).

Secrecion de la insulina

Las primeras ideas acerca de los mecanismos de secrecion de insulina inducida por
glucosa, fueron propuestas por Grodsky y colaboradores en 1963, ellos mostraron que
la liberacion de insulina del pancreas aislado y perfundido puede ser estimulada por
glucosa, y en menor grado por otros aziicares metabolizables como la manosa y
fructosa pero ningln efecto fue observado con la galactosa, xilosa o arabinosa. Este
concepto obtuvo apoyo con la demostracién de que analogos no metabolizables de la
glucosa (2-deoxiglucosa o 3-metil-O-glucosa) no fueron capaces de promover la
liberacion de insulina, y ademas que los inhibidores de la glucdlisis como la
manohepiulosa o la glucosamina, bloquearon la respuesta a la D-glucosa. Igualmente
importante result6 la evidencia de que la secrecion de la insulina y el metabolismo de a
glucosa, se incrementan en paralelo a la elevacidon de la concentracion de glucosa
extracelular. Estas observaciones sugieren que la glucosa y los “combustibles
metabodlicos” relacionados, estimulan la liberacién de insulina a través del acceso a la
célula B y que su metabolismo genera sefiales que activan la exocitosis de los granulos
que contienen la insulina. A través del tiempo, ias evidencias se han acumulado en
favor de esta hipdtesis, la cual, ahora es ampliamente aceptada (Newgard and
McGarry, 1995).
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En el proceso de la secrecidon de insulina inducida por glucosa existen 2 elementos
clave, de los que se hablara por separado: el transportador de glucosa y la glucocinasa.

Transporte de glucosa. La glucosa entra a la célula por difusidn faciiitada. La
concentracién de glucosa intracelular es similar a la extracelular, esto quiere decir que
la glucosa es equilibrada a traves de la membrana plasmatica, y que su transporte no
es una etapa limitante. De acuerdc con esta observacion, algunos estudios han
mostrado que el transportador de glucosa de la célula B, es de alta capacidad, con una
Vmax 10 veces mayor que la tasa de utilizacion de glucosa (Johnson et. al. 1990). La Km
del transportador de glucosa es de 50 mM. Estudios de clonacién de Ilos
transportadores de glucosa, indican que pertenecen a una familia de proteinas
estructuralmente relaciocnadas codificadas por distintos genes. Tanto en el higado como
en las células B, se expresa preferencialmente la misma isoforma, el GLUT-2. Técnicas
inmunocitoquimicas han mostrado que la localizacion de este transportador en las
células 8 de roedores, es principaimente en los microvellos del revestimiento de ias
células endocrinas, lo que sugiere cierta interaccidn con el citoesqueleto {Ashcroft and
Ashcroft, 1992).

La glucocinasa. La importancia de la fosforilacion de la glucosa fue demostrada
utilizando inhibidores como la manoheptulosa; y con la medicién directa de la toma de
glucosa y la fosforilacion en los isiotes pancreaticos.

Matschinsky y Ellerman en 1968, mostraron que los homogenados de islotes
pancreaticos presentan actividad de fosforilacion, con una Km alfa y otra Km baja ( 0.1
y 10 mM respectivamente) lo que indica la presencia de mas de una enzima para este
propésito. En tejidos de mamiferos, la glucosa es fosforilada por los miembros de la
familia de ia hexocinasa. Existen 4 diferentes tipos. De la hexocinasa | a ia il tienen una
Km de 10-100 uM y la hexocinasa IV mejor conocida como glucocinasa, tiene una
afinidad de aproximadamente 5.5 mM. La méxima actividad de la glucocinasa en los
islotes, es similar a la tasa méxima de utilizacion de baja afinidad de la glucosa. Una
disminucion en la actividad de la glucocinasa en las células B, ha sido asociada a
situaciones de disminucion de la liberacion de insulina; en pacientes con diabetes no
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insulino dependiente tipo MODY por sus siglas en inglés "maturity-onset diabetes of the
young” se han identificado un gran nimero de mutaciones en el gen de ia glucocinasa,
lo que trae como resultado, alteraciones en la secrecion de insulina estimulada por
glucosa (Frogue! et al, 1992). Una evidencia mas, del importante papel de la
glucocinasa ha sido demostrado en ratones transgénicos donde se ha inducido una
disminucién en la actividad de la glucocinasa. En estudios de perfusion det pancreas de
estos animales, se ha encontrado una reduccidn en la respuesta secretora de insulina
estimulada por glucosa (Efrat et. al., 1994).

Modelo general de sefializacién iniciada por giucosa en la liberacién de insulina.
Segin la hipétesis del acoplamiento entre e! estimulo y la secrecion de insulina (figura
4), el metabolismo de la glucosa provoca un incremento en la relacion ATP:ADP, 1o que
resulta en el cierre de los canales de K’ sensibles a ATP, produciendo una
despolarizacién lenta, seguida por una despolarizacion répida hasta alcanzar una fase
de meseta en donde se superponen potenciales de accion debidos a la entrada de Ca®*
a través de canales de Ca®* dependientes de voltaje. El incremento en el calcio
intracelular dispara la liberacion de la insulina a través de la exocitosis. Es decir, el
influjo de calcio, activa ciertas proteinas cinasas que interactGan con componentes del
citoesqueleto que participa en el transporte del granulo secretor hacia la superficie
celular donde su membrana se fusiona con la membrana plasmatica y su contenido es
vertido al espacio extracelular (Misler ef al. 19922; Newgard and McGarry, 1895).

24
Ca a

Figura 4. Representacion esguematica de la hipdtesis del acoplamientoestimulo-secrecién de
insulina en la célula § pancreatica (Modificado de misler et. al. 1992 y Newgard and McGarry, 1995).
*Esquema abreviado del metabolismo de la glucosa y el ciclo de Krebs,
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El metabolismo de la glucosa (figura 5) y ofros secretagogos es una etapa esencial en
el acoplamiento del estimulo-secrecion en la célula B. En el citosol, la giucosa se
convierte en piruvato por la glucdlisis en una serie de 9 pasos enzimaticos. Aunque €l
ATP es sintetizado durante este proceso, la mayor parte de la energia derivada de la
glucosa, es producida durante la subsecuente oxidacion del piruvato denfro de la
mitocondria. El piruvato es primero convertido a acetil CoA que es oxidada a CO,y HO
en el ciclo del 4cido citrico. El NADH producido por estas reacciones es oxidado por la
cadena respiratoria, la cual esta acoplada a la sintesis de ATFP en un proceso conocido
como fosforilacién oxidativa.

GI.UICOSA

v

GLUCOSA

GLUCOSA-6P

TRIOSA-P

PIRUVATO

( PIRUVATO \ ) )
+ mitocondria

ACETIL CoA
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de Krebs

ATP

o~

Figura 5. Esquema gque muestra de manera resumida el metabolismo de la glucosa
para ia produccion de ATP, sustancia clave para el acople estimulo-secrecion de la
insulina.

TATP
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Moduladores de la secrecioén de insulina

Como se ha mencichando anteriormente, los nutrientes secretagogos, son los
responsables de la secrecién de insulina por las células B, sin embargo esta respuesta
secretora, puede ser modificada por otros secretagogos no nutrientes, quienes pueden
tener una accion inhibidora o potenciadora {(Ashcroft and Ashcroft, 1992; Berggren,
1992; Jones and Persaud, 1998).

Las sustancias moduladas de la secrecion de insulina incluyen una gran variedad de
hormonas y neurotransmisores que actian a través de receptores de membrana
celular, que estan ligados a proteinas G {Jones and Persaud, 1998).

Potenciadores de Ja secrecion. Los potenciadores de la secrecidén de insulina
inducida por glucosa, incluyen al glucagon, acetilcolina (ACh), vasopresina, péptido
intestinal vasoactivo, péptido gastrico inhibitorio (GIP), colocistocinina y bombesina
entre otros. Algunos como la ACh y CCK , activan la ruta de los fosfoinositidos de
membrana a través de la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que produce un
incremento de segundos mensajeros como inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).
El incremento en el IP3 lleva a la liberacién de Ca** de los depésitos intracelulares y el
DAG, provoca la activacion de la proteina cinasa C (PKC), lo que conduce a la
sensibilizacién al calcio de la maquinaria secretora de la célula B. Otros potenciadores
como el glucagon y el GIP activan a fa enzima adenilato ciclasa (AC), lo que da como
resultado un incremento en el AMPC que a su vez activa a la proteina cinasa A (PKA)
que participa en la fosforilacién de proteinas del citoesqueleto, que desempefian un
papel fundamental en la secrecidn de insulina (Jones and Persaud, 1998).

Inhibidores de la secrecién. Los inhibidores de la secrecidn de insulina actian en
diferentes etapas de! proceso secretor, entre ellos se encuentra la inhibicién de la
actividad eléctrica y el flujo de iones y la disminucidn de segundos mensajeros
intracelulares como Ca** y AMPc. La adrenalina, galanina y somatostatina, por ejemplo,
reducen la actividad eléctrica de las célutas B, hiperpolarizando la membrana plasmatica
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debido a la activacién de canales de K regulados por una proteina G. Estos tres
agentes, actdan asi mismo, disminuyendo la acfividad de la AC y disminuyendo Iia
concentracion intracelular de Ca?" libre.

Hormonas esteroides sexuales y biosintesis de la insulina

En diferentes estudios clinicos y experimentales se ha demostrado que los esteroides
gonadales participan en la homeostasis de la insulina, modificando la funcién de los
islotes pancreaticos a través de diferentes mecanismos (L.enzen and Bailey, 1984).

Estudios clinicos. En humanos la hiperinsulinemia y la disminucion en la tolerancia a
la glucosa durante el embarazo ha sido atribuida al menos en parte, al estradiol y a la
progesterona. En esta efapa, la concentracidn de insulina basal y posprandial se
incrementa (Kihl, 1977).

Estudios realizados en mujeres posmenopausicas, muestran que la terapia estrogénica
de reemplazo favorece la disminucién de las concentraciones de glucosa e insulina en
ayuno (Barret-Connor and Laasko, 1990). Por ofra parte estudios epidemiolégicos
muestran una reduccién en la incidencia de diabetes en mujeres con terapia de
reemplazo hormonal (Barret-Connor and Laasko, 1990; Hammond ef. al. 1979).

En mujeres con el sindrome de ovarios poliquisticos (SOP) y concentraciones elevadas
de testosterona, se ha observado una concentracién mayor de insulina inmunoreactiva
que en las mujeres control. Se sugiere que en estas pacientes, la testosterona pudiera
ser un modulador de los niveles de insulina, participando en el procesamiento de la
proinsulina (Burhem ef. al. 1980; Shoupe and Lobo, 1984; Porestky, 1991; Buffington
and Kitabchi, 1994).

Por otra parte se ha reportado una variacion en la sensibilidad a la insulina lo largo del
ciclo menstrual en mujeres normaies. Durante la fase litea (estradiol y progesterona
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elevados) hay una disminucién a la sensibilidad a la insulina y se observa un
incremento adaptativo en la concentracién de insulina en esa fase, en comparacion con
el resto del ciclo (Escalante and Alpizar, 1999).

Estudios en animales. Estudios experimentales en roedores, tanto en el animal intacto
como en cultivos de islotes pancreaticos, muestran consistentemente que los esteroides
ovaricos pueden aumentar la respuesta pancreatica de secrecion de insulina (Lenzen
and Bailey, 1984).

Utilizando a la rata como modelo experimental, estudios a corto y largo plazo han
demostrado un incremento en la secrecidn de insulina por efecto del estradiol y la
progesterona (Ashby ef al1978, Bailey and Ahmed-Sorour, 1980). En ratas
ovariectomizadas, la deprivacién de esteroides ovaricos provoca una disminucion en la
concentracién de insulina plasmatica en respuesta a glucosa (Bailey and Ahmed-
Sorour, 1980).

En islotes pancredticos aislados de roedores, se ha observado un incremento en la
secrecién de insulina basal y en respuesta a glucosa después de la administracién de
concentraciones fisiologicas de estradiol y progesterona (Costrini and Kalkhoff, 1971;
Hager et. al. 1972; El Seifi ef. al. 1981).

En experimentos de perfusién de pancreas en ratas ovariectomizadas, se ha observado
una disminucién de ia secrecion de insulina en comparacién con las ratas intactas. En
este mismo modelo, la administracibn de progesterona y estradiol produjo un
incremento en la secrecién de insulina en respuesta a glucosa (Lenzen, 1978; Sutter-
Dubb, 1979).

En modelos de diabetes experimental inducida por aloxana o estreptozotocina, asi

como en ratones transgénicos con degeneracién de los islotes pancredticos, se sugiere
que las hormonas ovaricas tienen un efecto protector contra estas patologias, mientras
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que las hormonas testiculares las exacerban. Se ha observado una menor incidencia y
en su caso una menor severidad de los dafios en las hembras, mientras que en los
machos se incrementa la susceptibilidad a este tipo de diabetes (Rossini ef. al. 1978,
Maclaren et. al. 1980; Shi et. al. 1994; Efrat, 1994).

A pesar de ia importancia que los esteroides parecen tener en la homeostasis de la
glucosa y la secrecidén de insulina, existen pocos trabajos recientes respecto a los
mecanismos de accion de las hormonas esteroides sobre la sintesis y secrecion de la
insulina. A nuestro conocimiento no existen datos en la literatura de los mecanismos
molecuiares de las hormonas esteroides sobre el metabolismo de la insulina, por lo que
en el presente trabzjo se estudiaron los efectos de los esteroides gonadales en la
expresion del gen de insulina en el pancreas de ta rata. Tomando en cuenta que
nuestro grupo de trabajo y otros aufores, hemos detectado y corroborado la presencia
de receptores especificos a diferentes hormonas esterocides en {os islotes pancreaticos
(Winbomn ef. al. 1987; Fisher ef. al. 1990; Matthes ef. al. 1994; Diaz-Sanchez ef. al.
1995), se propone la siguiente:

HIPOTESIS

Las hormonas esteroides sexuales actian directamente sobre el islote pancreatico,
regulando los procesos de sintesis y secrecion de la insulina,

OBJETIVOS
Objetivo general:
Detectar los efectos de los esteroides sexuales (estrégenos, progestagenos vy

androgenos) en la sintesis y secrecién de insulina en la rata y en cultivos primarios de
islotes pancreéticos.

Objetivos particulares:

1.Evaluar el efecto del estradiol, progesterona y testosterona en la sintesis y la
secrecion de la insulina en la rata.



que las hormonas testicuiares las exacerban. Se ha observado una menor incidencia y
en su caso una menor severidad de los dafios en las hembras, mientras que en los
machos se incrementa la susceptibilidad a esie tipo de diabetes (Rossini et. al. 1978;
Maclaren et. al. 1980; Shi et. al. 1984; Efrat, 1994).

A pesar de la importancia que los esteroides parecen tener en ia homeostasis de la
glucosa y la secrecion de insulina, existen pocos frabajos recientes respecto a los
mecanismos de accion de las hormonas esteroides sobre la sintesis y secrecion de la
insulina. A nuestro conocimiento no existen datos en ia literatura de los mecanismos
moleculares de las hormonas esteroides sobre el metabolismo de la insulina, por lo que
en el presente trabajo se estudiaron los efectos de los esteroides gonadaies en Ila
expresion del gen de insulina en el pancreas de la rata. Tomando en cuenta que
nuestro grupo de trabajo y otros autores, hemos detectado y corroborado la presencia
de receptores especificos a diferentes hormonas esteroides en los islotes pancreéticos
(Winbom etf. al. 1987; Fisher et. al. 1990; Matthes ef. al. 1994; Diaz-Sanchez et af
1995), se propone la siguiente:

HIPOTESIS

Las hormonas esteroides sexuales acttan directamente sobre el isiote pancreatico,
regulando los procesos de sintesis y secrecion de la insulina.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Detectar los efectos de los esteroides sexuales (estrégenos, progestagenos vy

andrégenos) en la sintesis y secrecion de insulina en la rata y en cultivos primarios de
islotes pancreaticos.

Objetivos particulares:

1.Evaluar el efecto del estradiol, progesterona y testosterona en la sintesis y la
secrecion de la insulina en la rata.
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que las hormonas testiculares las exacerban. Se ha observado una menor incidencia y
en su caso una menor severidad de los dafios en las hembras, mientras que en los
machos se incrementa la susceptibilidad a este tipc de diabetes (Rossini ef. al. 1978,
Maclaren ef. al. 1980; Shi et. al. 1994, Efrat, 1994).

A pesar de la importancia que los estercides parecen tener en la homeostasis de la
glucosa y la secrecién de insulina, existen pocos trabajos recientes respecto a los
mecanismos de accidn de las hormonas esteroides sobre fa sintesis y secrecién de la
insuiina. A nuestro conocimiento no existen datos en la literatura de los mecanismos
moleculares de las hormonas esteroides sobre el metabolismo de la insuilina, por lo que
en el presente trabajo se estudiaron los efectos de los esteroides gonadales en la
expresién del gen de insulina en el pancreas de ia rata. Tomando en cuenta que
nuestro grupc de trabajo y otros autores, hemos detectado y corroborado la presencia
de receptores especificos a diferentes hormonas esteroides en los islotes pancreéaticos
(Winbomn ef. al. 1987; Fisher et al. 1990; Matthes ef. al. 1994; Diaz-Sanchez et. al.
1995), se propone la siguiente:

HIPOTESIS

Las hormonas esteroides sexuales actGan directamente sobre el islote pancreatico,
reguiando los procesos de sintesis y secrecidn de la insulina.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Detectar los efectos de los esteroides sexuales (estrégenos, progestagenos y

androégenos) en la sintesis y secrecion de insulina en la rata y en cultivos primarios de
islotes pancreéticos.

Objetivos particulares:

1.Evaluar ei efecto del estradiol, progesterona y testosterona en la sintesis y la
secrecion de la insulina en la rata.



1.1 Observar el patron de secrecion de la insulina en el animal intacto en ambos
sexos, en diferentes condiciones de funcién gonadal.

1.2 Evaluar la sintesis de la insulina a través de la deteccion del RNAm en el
tejido pancreatico de ratas de ambos sexos, bajo diferentes condiciones de
funcién gonadal.

2. Determinar los efectos de las hormonas esteroides sobre el proceso de sintesis y
secrecién de insulina en cultivos primarios de islotes pancreaticos de rata.

2.1 Cuantificar la secrecion de insulina en los islotes pancreaticos, bajo tratamiento
con diferentes hormonas esteroides.

2.2 Determinar la concentraciéon de insulina madura no secretada, por efecto de E,,
PsyT.

2.3 Observar los efectos de estas hormonas, en la expresion del gen de insulina, a
través de la deteccion del RNAm en islotes pancredticos en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

ESTUDIOS IN VIVO

Animales de estudio
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, preplberes y adultas (de 21 y 60 dias de edad
respectivamente), de ambos sexos.

Los machos, fueron agrupados en conjuntos de 6 ratas cada uno, de la siguiente
manera:

preptberes

adultos intactos

adultos gonadectomizados

adultos gonadectomizados y sustituidos con testosterona
adultos gonadectomizados y sustituidos con dihidrotestosterona

D ;M A WN

adultos gonadectomizados y sustituidos con estradiol -

Los animales del grupo 3, fueron gonadectomizados y 72 horas después fueron
sacrificados para obtener el pancreas de cada uno de ellos.

En los grupos 4,5,y 6, los animales se gonadectomizaron y 72 horas después, se
sustituyeron con una dosis Unica (i.m.) de 5 mg de enantato de testosterona (grupo 4),
100 ug de dihidrotestosterona (grupo 5) y 100 ug de benzoato de estradiol {(grupo 6). Al
término de 48 horas, los animales fueron sacrificados para obtener el pancreas,
simultaneamente con los animales de los grupos 1y 2.

Para el estudio del ciclo estral se utilizaron ratas hembra preplberes y adultas
virgenes. Fueron agrupadas en numero de seis por caja y se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura, con un horario de 12 horas luz (6:00-18:00
hrs). Las diferentes etapas del ciclo estral fueron determinadas mediante andlisis
microscopico de frotis vaginales, tomados diariamente a las 12.00 am.

26



aproximadamente. Los animales que tuvieron ciclos regulares de 4 dias por 3 ciclos
consecutivos fueron considerados para el estudio.

Los grupos de hembras fueron:
1 prepuberes

adultas en proestro
aduitas en estro

adultas en metaestro

a B W N

adultas en diestro

Las etapas del ciclo fueron diferenciadas de acuerdo a ias caracteristicas descritas por
Freeman, 1994,

- Proestro (PE): dia en el cual predominan las células epiteliales.

- Estro (E): el dia en el que Gnicamente se observan céluias epiteliales escamosas
cornificadas.

- Metaestro (ME): el dia del ciclo en el que el tipo celular predominante lo
constituyeron los leucocitos.

- Diestro (DE): se caracteriza por una menor presencia de leucocitos y algunas
células nucleadas.

Extraccion de RNA y analisis de la expresion génica por Northern blot

E! pancreas fue removido inmediatamente después del sacrificio de cada animal. El
RNA total fue exiraido, utilizando 2 mi de TRIzol (Gibco BRL). Una vez obtenido, el
RNA se cuantificé por espectrofotometria.

Un total de 20 ng de RNA de cada rata, se separd en geles desnaturalizantes de
agarosa al 1% y 2.2 M de formaldehido (Sambrook ef. al. 1989). Después de la
electroforésis, el gel fue transferido por capilaridad a membranas de nitrocelulosa
(Genescreen, NEN Research Products, Dupon) con SSC 10X (citrato de sodio 150 mM,
NaCl 1.6 M) por toda la noche. Las membranas se prehibridizaron en 0.2 mlicm? de Ia
solucién A (formamida 50%, SDS 0.2%, EDTA 10mM, SSC 2X fosfato de sodio 120mM,
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pH 6.8 y 50 ug/m! de DNA de esperma de salmon) por 24 horas a 42°C. Después de
este tiempo, las membranas fueron hibridizadas con un fragmento Pstl de 360 pares de
bases del DNA complementario (DNAc) de la insulina humana, el cual fue marcado
radiactivamente con 2P con el método de “random primer” (Feinberg and Vogelstein,
1983).

Las membranas fueron incubadas en 0.1 mlicm® de la solucién A, en presencia de la
sonda radiactiva, a 42°C durante toda la noche. Después de la hibridizacién, las
membranas se lavaron en condiciones de alta astringencia, 2 veces a temperatura
ambiente en una solucidén de SSC 2X y 2 veces a 50°C en una solucion de SSC 0.1X,
SDS 0.1% y se expusieron a placas autorradiograficas Kodak X-OMAT por 24 horas a ~
70°C, usando pantallas intensificadoras.

Los autorradiogramas fueron analizados en un densitometro de imagen (Eagle eye |,
Stratagene).

Las membranas fueron lavadas y rehibridizadas con el DNAc de la actina como control
de expresion constitutiva.

Hormonas en suero

De cada uno de ios animales de estudio, se tomaron muestras de sangre. Se colecté
por puncién cardiaca justo después del sacrificio del animal. El suero fue obtenido por
centrifugacion y se almacend a ~ 20°C para su procesamiento posterior.

Se determinaron las concentraciones de estradiol (Ez), progesterona (P,) y testosterona
(T) utilizando el método del radioinmunoanélisis (RIA) empleando tritio como trazador
(Abraham, 1976). El anticuerpo de cada hormona fue obtenido de la OMS (Ginebra,
Suiza) y la hormona marcada, de Amersham international, Buckinghamshire U.K.

La insulina fue cuantificada por RIA, utilizando *?°I, como trazador, estandar de insulina
humana y anticuerpo anti-insulina humana. Todos los reactivos fueron proporcionados
por el departamentc de Diabetes del Instituto Nacional de Endocrinoclogia de La
Habana, Cuba.
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ESTUDIOS IN VITRO

Aislamiento y cultivo de islotes pancreaticos

Los islotes de Langerhans fueron obtenidos utilizando las técnicas modificadas de Lacy
and Kostianovsky, 1867 y Sutton et. al. 1986. El pancreas de la rata fue perfundido (a
través del ducto pancreético) con 10 mi de solucién salina baianceada de Hank's (Gibco
BRL) para poder visualizarlo y obteneric completo. Se cortd en fragmentos de
aproximadamente 1 mm con unas tijeras y se digiri6 con 8 mg de colagenasa P
{Boehringer Manhaim) a 37 °C en un baio maria, por 10 minutos, con una agitacién de
180 golpes/minuto. Después de la digestion, el tejido pancreético se lavd 2 veces con
0.5% de albimina sérica bovina (BSA) en solucién de Hank’s y se purificé utilizando un
gradiente de ficol 400 DL (Sigma) con concentraciones de 27, 23, 20 y 11%. Los islotes
fueron tomados de la interfase 27-23% y se lavaron una vez en [a misma solucion de
BSA-Hank’s y se centrifugaron a 800 rpm por 2 minutos a 4°C. Una vez lavados, los
islotes se resuspendieron en 15 ml de Hank’s 0.5% BSA y se tomaron de una caja de
petri, bajo un microscopic estereoscopico (Nikon modelo SMZ-2B), con una pipeta
Pasteur. Una vez colectados, todos los islotes, se centrifugaron a 800 rpm por 2
minutos, para eliminar la soluciéon de Hank’s. Después de la centrifugacién se
resuspendieron y se sembraron en cajas de petri de 60 mm de diametro, a una
densidad de 300 islotes por caja con 6 ml de medioc RPMI 1640 (IN VITRO S.A. de C.V
México) supiementado con 10% de suero bovino fetal.

Los cultivos se mantuvieron en un incubador a 37°C en una atmdosfera con 5% de CO.,
por 18 horas. Después de ese tiempo, se retird el medio y se agregaron 6 ml de medio
nueve. Al mismo tiempo se adiciond a cada caja el tratamiento correspondiente. Los
tratamientos manejados fueron Ez, P4, T, DHT vy Androstendiona (A), diluidos en etanol
a una concentracion de 1ug/mi. Los controles recibieron 6 pl de etanol. Después de 60
minutos exactamente, se retird el medio de cada caja y se congeld a -20°C para la
cuantificacién de insulina.

A los islotes se les adicionaron 500 ul de TRizol (Gibco BRL) y se siguieron las
especificaciones del fabricante para la obtencién del RNA total, DNA y proteinas .
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La concentracion de RNA y DNA se cuantificé por espectrofotometria y las proteinas
totales por el método de Bradford (Bradford, 1976).

La expresién del gen de insulina en el islotes pancreaticos, fue analizada por “Northern
blot” como ya ha sido descrito en una seccion previa.

La insulina secretada al medio fue cuantificada por RIA.

Contenido de insulina en el islote

Se cultivaron 35 islotes por tratamiento en cajas multipozos de 6. Se trataron de la
misma forma con las hormonas Ez, P4, T, DHT y A a una congentracién de 1ug/ml y
etanol como control, después de 3 horas de tratamiento, se obtuvieron las células y se
trataron con 500 pul de etanol &cido (HC! 15 mmol/l, etanol 75%) y se incubaron por 16
horas a O° C. Estas muestras fueron diluidas e inmediatamente analizadas por RIA
para la cuantificacion de la insulina.

Todos los experimentos realizados, se repitieron al menos 3 veces.

Analisis estadistico

Los datos de ias cuantificaciones hormonales fueron analizados por ANOVA o por la
prueba de Mann-Witney. Ademas se utilizd la prueba de Tukey para comparacion
multiple de medias. Los datos de expresién del gen de insulina durante el ciclo estral,
fueron correlacionados con las concentraciones de estradiol y progesterona en cada
etapa del cicio, mediante ei coeficiente de correlacion de Pearson. Los resultados de los
estudios in vitro, se analizaron por minimos cuadrados en un modelo de efectos
aleatorios (Sokal, 1980). Este procedimiento, estima la variabilidad debida al azar y
calcula el efecto producido cada fratamiento, este, se expresa como coeficiente con una
probabilidad asociada. Dicho valor indica, la probabilidad de que cada tratamiento sea
diferente del control. La expresiéon que describe el modelo de efectos aleatorios, es la

siguiente:

Secrecidbn de insulina=a+ i+ u+ e donde:

a = valor del control y; = variabilbidad de cada tratamiento
7 = efecto de cada tratamiento e = error ateatorio
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RESULTADOS

Estudios in vivo.

Ratas macho

Concentracion de insulina . Los valores de {a insulina en suero, fueron simiiares en
los diferentes grupos de estudio. Unicamente se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los machos preplberes (10.44 £ 0.66 pU/ml)
comparados con los adulfos intactos (29.83 + 3.55 uU/ml) y los prepuberes
comparados con los machos sustituidos con estradiol (37.82 £ 1.43 pU/ml). Estos
resultados se presentan en la figura 6.

Concentracién de insulina (plLtmi)

NN
NN

N
AN

AC ACT ACE ACD

o
v
P-d

Grupos de ratas mache

Figura 6. Concentracién de insulina en suero de diferentes grupos de ratas macho. PP, prepuberes; Al,
adultos intactos; Ac, aduitos casirades; ACT adutos castrados y susfituidos con festosterona; ACE,
adultos castrados y sustituidos con estradiol, ACD, adultos castrados y sustituidos con
dihidrotestosteronz. Los datos se muestran como el promedio £ error estandar. * p < 0.05 comparado
con PP.

Expresion del gen de insulina. La expresion del gen de insulina se muestra como
abundancia relativa de su RNAm en la figura 7. Se encontré que los andrégenos tienen

un efecto positivo sobre la expresion del gen de insulina. La menor expresion se
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ohservé en las ratas prepiberes, con menos de la quinta parte de la expresion
mostrada por el grupo control (adultos intactos). En los machos castrados, la expresion
disminuy6 a menos de 1a mitad del valor de los machos intactos vy se recuperé (aunque
no al 100 %) en los machos castrados y sustituidos con testosterona. La expresion del
gen de insulina mostrada por este grupo fue similar al observado en los machos
castrados y sustituidos con DHT. Es importante destacar que los animales castrados y
sustituidos con estradiol, presentaron una expresion del gen ain mayor que el grupo
control (Al).
A) PP AC Al ACT ACE ACD

- " “ 5 « 'nsulina

g e e ? .| Actina

B) 1,50 +

1.25 -

1.00 -

0.75 4

0.50 -

RNAmM de insulina
(abundancia relativa)

0.25 1

0.00 +- é /A

PP Al AC ACT ACE ACD

-

Figura 7. Expresion del gen de insulina en ratas macho, A) Northern blot de insulina y del control
constitutivo de expresién. B) Abundancia relativa del RNAm de insulina normalizado por la actina. PP,
prepuberes; Al, adultos intactos; AC, adultos castrados; ACT, adultos casfrados y sustituidos con
testosterona; ACE, adultos castrados y sustituidos con estradiol; ACD, adultos castrados y sustituidos
con dihidrotestosterona. * p< 0.05 comparado con Al. ** p< 0.05 comparados entre si,
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Concentraciéon de testosterona. Los valores de testosterona en las ratas macho, se
muestran en la figura 8. La concentracién de esta hormona, se correlaciona (al menos
en parte), con la expresion del gen de insulina. En las ratas prepuberes, los adultos
casfrados y los sustituidos con estradiol y DHT, los valores de testosterona son
menores a 0.5 ng/mi; esto concuerda con la baja expresion del gen en los preplberes y
con ia disminucién de la expresion en los machos castrados, cuando se compara con
los controles (Al) en donde la expresion representa el 100% vy la concentracion de T que
mostraron fue > 1.5 ng/ml. En lo que respecta a los sustituidos con estradiol, puede
observarse (figura 7) que esta hormona tiene efectos alin mayores que los producidos
por la testosterona en la expresion del gen de insulina. En las ratas castradas y
sustituidas con testosterona, aunque el valor fue cercano a 6 ng/ml la expresién del gen
de insulina no alcanza el valor del control. De manera similar, los animales castrados y
sustituidos con DHT, incrementan ligeramente la expresién comparados con los sujetos
control.

7.00 -
6.00 -

500 A

o

1.75/4

1.50

1.25 4

1.00 4

0.75 -

0.50 -

0.25 - * * * *
0.00 |7 pZza_ Y7, e W
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Testosterona {ng/mi)
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S N\\\y

AC ACT ACE ACD

Grupos de ratas macho

Figura 8. Concentracién de testosterona en ratas macho. PP, preplberes; Al, adultos intactos; AC,
adultes castrados; ACT, adultos castrados y sustituidos con festosterona; ACE, aduitos castrados y
sustituidos con estradicl; ACD, adultos castrados y sustituidos con dihidrotestosterona. Los datos se
muestran como promedio + error esténdar. * p < 0.05 comparados con el control (Al).
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Concentracion de estradiol. La concentracion de estradiol fue determinada en estos
mismos animales, y se encontré que las ratas castradas y sustituidas con E2,
presentaron valores comparables a los encontrados en ratas hembra (ver apartado
correspondiente) y mayores en mas deil doble que el resto de los grupos de machos.

Los datos completos pueden observarse en la tabla |.

Tabla I. Concentracién de estradiol en diferentes grupos de ratas macho.

Grupo  Concentracion (pg/mi)

PP 39.12+4.29

Al 43.03 + 5.59

AC 34.27 + 5.14
ACT 43.20 £ 9.30
ACE 80.39 £4.31"~
ACD 42.95+ 6.54

PP, prepuberes; Al, adultos intactos;, AC, adultos casirados; ACT, adultos castrados y sustituidos con
testosterona; ACE, adultos castrados y susfituidos con estradiol; ACD, adultos castrados y sustituidos con
dihidrotestostercna. * p < 0.05 comparado con el resto de los grupos.
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Ratas hembra

Concentracion de insulina. Las ratas hembra, presentaron variaciones en la
concentracion de insulina a lo largo del ciclo estral (figura 9A). Se observdé una
tendencia a disminuir de acuerdo a la variacion en la concentracion de estradiol en las
diferentes etapas del ciclo (figura 9B). Sin embargo sélo se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las ratas preptberes y en diestro comparadas con
las ratas en proestro y estro, y entre las hembras en metaestro comparadas con las del
proestro.
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Figura 9. Concentracion de insulina (A) y concentracién de estradiol (B) en suero de ratas
hembra en diferentes etapas del ciclo estral. Los resultados se muestran como el promedio
+ emor estandar. PP, prepaberes, PE, proestro; E, estro; ME, metaestro; DE, diestro. * p <
0.05 comparados con PE, ** p < 0.05 comparados con PE y E.
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Expresion del gen de insulina. La expresion del gen de insulina se muestra como
abundancia relativa del RNAmM y puede observarse en la figura 10A y 10B. La
abundancia relativa del RNAm de insulina en las ratas hembra se modifico a lo largo del
ciclo estral. Se encontré una mayor expresion en el proestro y esta disminuye en el
resto de las etapas. Se observd que las ratas prepuberes presentaron la menor
expresion del gen de insulina en comparacién con todas las etapas del ciclo estral.
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Figura 10. Expresion del gen de insuiina a lo largo del ciclo estral de la rata. A) Northern blot del gen
de insulina y un gen de expresion constitutiva (experimento representativo). B) Expresion del gen de
insulina mostrada como abundancia relativa de su RNAm. * p < 0.05 comparados con PE.



Concentracion de esteroides gonadales. La concentracion de Ez, P4y T en el suero
de las ratas hembra se muestran en la tabla Il, pueden observarse variaciones en la
concentracion de estradiol y progesterona a lo largo del ciclo estral, mostrando la
concentracion mas aita de E; y P4 durante el proestro y la mas baja en los animales
prepuberes. La concentracion de testosterona no se modificé en los diferentes grupos
de ratas hembra. Los valores de Ez y P4 se correlacionaron con la expresién del gen de
insulina durante el ciclo estral. Sin embargo la concentracién de la testosterona no
mostré ninguna correlacion. En la tabla Il puede observarse el coeficiente de
correlacion de Pearson para cada hormona en relaciéon con la expresion del gen y su
correspondiente probabilidad asociada.

Tabla lI. Concentraciones de esteroides sexuales en ratas hembras en diferentes
etapas del ciclo estral.

Etapa del ciclo Estradiol Progesterona Testosterona
(pg/mi) (ng/mt) (ng/ml)
Prepuberes 29.7 £ 6.3 1.0 £ 0.5 0.188 £ 0.08
Proestro 101.3 £ 12,0 234 £ 43 0.418 + 0.11
Estro 806 + 8.2 10.8 £ 46 0.292 £ 0.09
Metaestro 552 + 5.3 11.3 £ 20 0.213 £ 0.03
Diestro 69.3 £+ 11.© 129 + 2.9 0.272 +0.02

Valores de Ez, Ps y T en suero de ratas hembra a lo largo del ciclo estral. Los datos se
muestran como promedio + error estandar.
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Tabla Hi. Andlisis de correlacion de Pearson entre la expresién del gen de insulina y las
concentraciones de E> , P, ¥ T a lo largo del ciclo estral.

Hormona Coeficiente de correlacion P
Estradiol 0.913 0.0303*
Progesterona 0.907 0.0353"
Testosterona 0.865 0.1350M¢

Coeficiente de correlacién de Pearson con su correspondiente probabilidad asociada.
*estadisticamente significativo. " no significativo.
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Estudios in vitro

Tratamiento de los islotes por una hora

Secrecion de insulina. Para estos experimentos, islotes de ratas macho, se trataron
con Ez, Ps y T a una concentracion de 1 pug/ml por una hora. Se observé que el
tratamiento con progesterona provocd una disminucién de 20% en la secrecion de
insulina respecto af control, y la testosterona una disminucién del 60%; en cambio el
estradiol produjo un incremento en la secrecion de casi el doble (75% mas respecto al
control). Estos resultados pueden cbservarse en ia figura 11.
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Figura 11. Concentracion de insulina secretada al medio por islotes pancreaticos
de rata. Los cultivos de islotes pancreaticos fueron tratados por una hora con
1ug/ml de estradiol (E), progesterona (P), testosterona (T) y etanol al control (C).
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Expresion del gen de insulina. En los islotes pancreéticos aislados, Unicamente la
testosterona aplicada por una hora, tuvo efecto sobre la expresion del gen de insulina.
Se observé un incremento de aproximadamente 1.6 veces la expresién mostrada por
los islotes control. Ni la progesterona ni el estradiol mostraron efecto alguno (figura 12).
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Figura 12. Expresion del gen de insulina en islotes pancreaticos de rata tratados con 1
ug/mi de estradiol (E), progesterona (P), testosterona (T) o con etancl (C) a los controles.
A) Norihem blot representativo donde se muestra la hibridaciéon con insulina y con actina.
B) Abundancia relativa del RNAm de insulina en islotes bajos diferentes tratamientos. Los
resultados se muestran como el promedio + el error estandar. * p < 0.05 comparado con el
control.
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Tratamiento por tres horas

Secrecion de insulina. Para conocer el efecto de otros andrégenos (androstendiona y
dihidrotestosterona) y observar si el aumento en el tiempo de tratamiento con Ep, P4y T
modificaba la sintesis de la insulina, se hicieron observaciones de la secrecién y
contenido de insulina, en islotes tratados con 1ug/mi de cada hormona, durante 3 horas.
La concentracidon de insulina secretada al medio, se incrementd por el tratamiento con
las hormonas utilizadas, aunque de manera altamente significativa (P < 0.006), s6lo por
Ty DHT. Se observa que estos andrégenos incrementan la secrecidén de insulina entre
tres y cuatro veces respecto al control. En la figura 13 se muestra el promedio de la

insulina secretada al medio + el error estandar.
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Figura 13. Secrecién de insulina por cultivos de islotes pancredticos de rata sometidos a
tres horas de tratamiento con diferentes hormonas esteroides. C, control; E, estradiol; P,
progesterona; T, testosterona; DHT, dihidrotestosterona; A, androstendiona. * p < 0.05

** p > 0.006. Estas probabilidades fueron obtenidas con el modelo de efectos aleatorios
para el analisis de estos experimentos (ver texio).
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Después de aplicar el modelo de efectos aleatorios (Sckal, 1980) a los datos mostrados
en la grafica anterior, se obtuvo a manera de coeficiente, €l efecto producido por cada
hormona, con el valor de la probabilidad de que este efecto sea diferente de cero, esto
es, diferente a la secreciéon de insulina mostrada por el control. Estos valores se
muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Coeficientes y probabilidades asociadas de cada tratamiento obtenidos por el
modelo de efectos aleatorios.

Tratamiento Coeficiente P
Estradiol 718.18 0.015*
Progesterona 615.53 0.037*
Testosterona 856.83 0.004**
Dihidrotestosterona 822.03 0.005**
Androstendiona 404.93 0.169

E! coeficiente corresponde al efecto de cada hormona sobre la secrecién de insulina en
islotes pancreaticos en cultivo. P, probabilidad *, significativa y **, altamente
significativa.

Contenido de insulina (insulina no secretada). Se observé un incremento
significativo en la insulina no secretada de los islotes tratados con estradiol y
testosterona, ambos esteroides provocaron un aumento de aproximadamente 1.6 veces
con respecto al control. En cambio el resto de las hormonas empleadas en esta serie de
experimentos, no mostrd efectos significativos. Ver figura 14.

42



1000

(nimi)
3

Contenido de insulina

8
=
» AN
NN
NN
NN
NN

Tratamiento

Figura 14. Contenido de insulina de islotes pancreéticos de rata tratados con diferentes
hormonas esteroides. C, control; E, estradiol; P, progesterona; T, testosterona; DHT,
dihicrotestosterona; A, androstendiona. *p < 0.02

La tabla V, muestra ios coeficientes y su probabilidad asociada, obtenidos después de
ta aplicacién del modelo de efectos aleatorios a los datos obtenidos para contenido de
insulina de islotes pancreaticos de rata mantenidos en cultivo, tratados con 1 mg/mi de

cada hormona por tres horas.

Tabla V. Valores de los coeficientes y probabilidades asociadas del modelo de efectos
aleatorios para los datos de contenido de insulina en islotes en cultivo.

Tratamiento Coeficiente P

Estradiol 313.93 0.011*
Progesterona 176.68 0.150
Testosterona 317.84 0.010*
Dihidrotestosterona -172.33 0.161
Androstendiona 96.34 0.433

P, probabilidad de que el efecto producido por cada tratamiento sea diferente de cero. *
probabilidad estadisticamente significativa.
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DISCUSION

En el presente trabajo se muestran los efectos de los esteroides gonadales sobre la
sintesis y secrecion de la insulina en la rata.

En el modelo in vivo, se encontré gue la concentracion de insulina en suero es diferente
en machos y en hembras, lo que supone una condicion sexualmente dimérfica. En las
hembras (durante PE y E) se determind una mayor concentracion de insulina en
comparacion con los machos, destacando el hecho de que en los machos castrados y
sustituidos con estradiol, la concentracién de insulina fue similar a los valores
encontrados en las hembras. La influencia de los factores gonadales queda de
manifiesto por el hecho de que en los animales preplberes, tanto machos como
hembras se encontraron valores semejantes.

La contribucion del dimorfismo sexual, en las concentraciones de insulina en sangre, es
también evidente en el humano, como lo demuestran los trabajos de Hale ef. al. en
1985 y de Ferrara et. al, 1995, En ambos estudios se reportan conceniraciones de
insulina significativamente mayores en las mujeres que en los hombres, ademas
demuestran gque ante iguales concentraciones de glucosa en sangre, la mujer secreta
mas insulina que el hombre {Hale et. al., 1985%).

La concentracion de insulina en sangre en las ratas macho no parece tener cambios tan
marcados como en los individuos del sexo femenino, las concentraciones de insulina
sélo varian de manera importante entre animales adultos y prepberes, siendo estos
ditimos los que tuvieron menores concentraciones de insulina circulante. La influencia
de los estercides gonadaies queda de manifiesto cuando a los machos adultos
castrados se les sustituye con estradiol. En este grupo de animales, se presentaron las
concentraciones mas altas de insulina de todos los grupos experimentales.



La expresion del gen de la insulina en los animales macho parece ser regulada al
menos en parte por las concentraciones de andrégencs. En los machos castrados se
observa una disminucion de la expresion con relacion al control, situaciéon que se
revierte cuando los machos castrados son susfifuidos con testosterona. La
administraciéon de estradiol a los animales macho produce un efecto similar pero de
mayor intensidad. Para descartar que el efecto provocado por la sustitucion con
testosterona fuera debido a la transformacién de esta hormona a estradiol
(aromatizacion), se utilizé en un grupo de animales un andrégeno no aromatizable, la
dihidrotestosterona como terapia sustitutiva. En estos animales, el patrén de expresion,
fue semejante al mostrado por los machos castrados y sustituidos con testosterona, 1o
que se interpretd como que el efecto observado es debido a la accién de los
andrégenos y no a sus productos de aromatizacion.

En las ratas hembra, ias concentraciones de insulina en sangre se modificaron a 1o
largo del ciclo estral, siendo durante el proestro donde se observd una mayor
concentracién de insulina. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Bailey y
Matty en 1978, quienes encuentran una mayor secrecién de insulina y un aumento en la
tolerancia a la glucosa durante el proestro y el estro.

La expresion del gen de insulina en las ratas hembra mostré un comportamiento
paralelo a las concentraciones de insulina en cada etapa del ciclo. Durante el proestro,
se observd la mayor expresion, y esta fue disminuyendo hasta mostrar la expresion
mas baja en las hembras prepliberes. Las concentraciones circulantes de E, y P4 son
maximas durante la tarde del proestro (Freeman, 1994) y se reducen durante las otras
etapas del ciclo estral; estos datos se correlacionan con la expresion del gen de insulina
demostrada en el pancreas. Estos datos sugieren que los cambios en la expresién del
gen y en las concentraciones de insulina en suero durante el ciclo estral estan
probablemente relacionados con las concentraciones enddégenas de esteroides
sexuales.
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En la literatura, se ha reportado que ia variacion en las concentraciones de esteroides
gonadales, tiene efecto en la secrecidn de insulina y en el metabolismo de la glucosa.
Varios estudios indican que los esteroides sexuales en la mujer afectan la sensibilidad a
la insulina, alteraciones en el control de la glicemia durante la fase litea del ciclo
menstrual han sido reportadas en mujeres sanas (Valdes and Elkind-Hirsch, 1991;
Escalante and Alpizar, 1299). Un efecto similar se ha reportado en mujeres con falla
ovarica prematura durante la terapia de reemplazo con estradiol y medroxiprogesterona
(Elkind-Hirsch et. al., 1993).

Con ios resultados del presente estudic es posible proponer que los esteroides
gonadales modifican el metabolismo de la insulina. Algunos autores han sugerido una
asociacion entre la sensibilidad y secrecion de la insulina, que podria explicar el efecto
de los esteroides en los estados de resistencia a esta hormona. Kahn y colaboraderes
(Kahn et. al., 1993) proponen que la sensibilidad a ia insulina y su secrecidn estan
ligadas a fravés de una asa de retroalimentacidn negativa, esto es, que una mayor
resistencia a la insulina, ocurre por que la funcién de la céiula beta estd aumentada.

A nuestro conocimiento el presente es el primer reporte que demuestra que las
hormonas esteroides sexuales participan directamente en la expresiéon del gen de
insulina.

Otra contribucidn original del presente trabajo, fue el estudio de! efecto de las hormonas
esteroides en el modelo in vifro, de cultivo de islotes pancreaticos de rata. Desde el
punto de vista metodolégico este modelo ofrece la ventaja de un mejor control de las
variables, sin embargo, como todos los modelos de organos o células aisladas, tiene la
limitacién de que los datos obtenidos no necesariamente explican los cambios que
ocurren en €l modelo in vivo.

En el modelo in vitro, se evaluaron los efectos del E,, P4 y T en 1a sintesis y secrecién

de insulina en cultivos agudos de islotes pancreéticos. El tratamiento con E;, provocd
un incremento en la secrecion de insulina a 1 y 3 horas (de casi el doble y el triple del
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valor dei control respectivamente), este incremento probablemente sea debido al efecto
estimulador que también produjo el E> en el contenido de insulina. El contenido de
insulina en el islote constituye un indicador de la biosintesis y almacenamiento de esta
hormona (Bailey ef. al., 1980). Lo interesante de este hecho es que el aumento en el
contenido de insulina observado en el tratamiento con estradiol, no corresponde con un
incremento en la expresién del gen de insulina. Probabiemente el efecto del estradiol
sea a nivel de la traduccién de los transcritos ya sintetizados, lo que expiicaria el
incremento en el contenido y no en ia sintesis de RNAm de insulina.

La progesterona en los cultivos de islotes provocd un incremento en la secrecion de
insulina, de aproximadamente 3 veces el valor del control, después de 3 horas de
tratamiento. Ni el contenido, ni la expresién del gen de insulina, se modificaron
significativamente por efecto de esta hormona. Probabiemente la progesterona actia
favoreciendo dnicamente, la liberacidon de la insulina ya procesada; datos similares
fueron reportados por Hager etf. al., 1972,

A este respecto, existen en la literatura diversos estudios que proponen al Ez y la Py
como estimuladores de la secrecidn de insulina basal e inducida por glucosa en islotes
pancreaticos de rata ( Costrini and Kalkhoff, 1971; Bailey and Ahmed-Sorour, 1980; El
Seifi et. al., 1981) y en algunos casos, como promotores del incremento en el contenido
de la insulina almacenada en el islote (Lenzen, 1978).

La testosterona en cambio, administrada como tratamiento por 1 hora, provocd un
incremento de casi el doble del valor del control en la expresion del gen de insulina.
Este tiempo no fue suficiente para provocar efectos en la secrecién, sin embargo,
después de 3 horas de tratamiento, se observé un aumento en la insulina almacenada
(2 veces el valor del control) vy en la concentracion de insulina secretada
(aproximadamente 3 veces mas que los controles).

Los efectos producidos por la testosterona sobre la sintesis, almacenamiento y
secrecién de la insulina, muy probablemente estan mediados por mecanismos

47



-

genomicos y no genomicos en ia célula beta del pancreas. Los resultados encontrados
en el presente trabajo muestran gque existe una regulacion de la expresién del gen
inducida por la interaccién de la testosterona con su receptor, el cual ha sido detectado
en el pancreas (Pousette, 1976; Diaz-Sanchez ef. al., 1995). Este hallazgo se
correlaciona con los datos obtenidos en el modelo in vivo en donde los androgenos
influyeron de manera positiva en la expresién del gen de insulina. Ademas podria
contribuir a la explicacion de ciertas observaciones clinicas de enfermedades como el
sindrome de ovarios poliquisticos, donde un incremento en las concentraciones
circulantes de testosterona, se refleja en un aumento de insulina sérica (Burhem ef. al.
1080).

Aunque el promotor del gen de la insulina no contiene la secuencia consenso de un
elemento de respuesta a andrégenos, se ha demostrado que presenta una secuencia
reguladora que responde a glucocorticoides (Goodman ef. al., 1996). Si bien, este es un
elemento de regulacién negativa, no se descarta la posibilidad de que la interaccién con
otros complejos hormona-receptor den como resultado una respuesta diferente. Este
hecho abre la posibilidad de que el complejo testosterona-receptor interactie con este
elemento regulador, pues se ha reportado que los androgenos v los glucocorticoides
pueden ejercer su efecto a través de una misma secuencia y también formar
heterodimeros con capacidad de actuar sobre {a actividad transcripcional de uno y otro
receptor (Chen et al, 1997). Por otra parte, existen reportes de efectos a nivel
transcripcional de los receptores a hormonas esteroides en donde la interaccién del
complejo hormona-receptor con elementos reguladores no sucede a la manera
convencional. Esto ha sido reportado para el receptor a andrégenos en donde Ia
regulacion transcripcional puede darse en ausencia de una interaccion directa con una
secuencia de DNA especifica (Kallio of. al.,1998) y para el receptor a progesterona, el
cual se une directamente a secuencias no-consenso y actia regulando fa transcripcion
de ciertos genes (Kepa et. al., 1996).

Por otra parte, los efectos no gendmicos de los andrégenos han sido demostrados en
células especializadas como los osteoclastos y las células de Sertoli. La testosterona a
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través de la unibn con su receptor, provoca un aumento en el influjo de calcio desde el
exterior y una movilizacion de los depositos internos de este cation (Lieberherr etf. al.,
1894; Gorczynska and Handelsman, 1995). Mas evidencias de estos efectos han sido
aportadas por Steinsapir y colaboradores quienes en 1991 observaron gue en la linea
celular LNCaP (de células humanas de céncer de préstata), ia DHT incrementa el calcio
intracelular a través de canales de calcio tipo L. £s bien conocido que en las células §
del pancreas estan presentes (entre otros) canales de caicio tipo L (Misler ef. al,, 1992;
Prentki, 1996; Matschinsky, 1996) v que los cambios en la concentracion citoplasmica
de Ca®" en las células B pancreéticas es esencial para la regulacion de la secrecién de
insulina, lo que es posible pues promueve la fusién de los gréanulos secretores con la
membrana plasmatica (Pertusa etf. al., 1999). Los datos anteriores abren la posibilidad
de que la testosterona en el pancreas pueda participar en la movilizacion de ca*
extraceluar al interior de! islote y con esto modificar también la secrecion de insulina.

Con respecto a los efectos no gendémicos producidos por los estrégenos, se ha
observado que en osteoclastos (Fiorelli ef. al, 1996) y en el musculo liso vascular
(Kitazawa et. al., 1997) el estradiol modifica el calcio intraceiular. En la linea celular
MCF7 (células humanas de cancer de mama) los efectos no genémicos del estradiol
estan involucrados con la modificacién de la actividad de ciertas enzimas que participan
en ia via de traduccion de sefiales mitogénicas (Migliaccio ef, al., 1996). Recientemente
(Nadal ef. al. 1998), se ha demostrado que el estradiol en concentraciones fisioldgicas,
actlia sinergicamente con la glucosa para inhibir la actividad de los canales de K'atp v
asi incrementar la secrecién de insulina en el islote pancreatico.

Con los datos obtenidos en el presente trabajo, podemos decir que los esteroides
sexuales actlian de manera diferencial sobre el metabolismo de la insulina: esto es, que
cada grupo de hormonas gonadales, tiene un sitio de regulacién especifico, ya sea a
nivel del RNAm de la preproinsulina, de la sintesis de la hormona madura o de la
secrecion de la insulina aimacenada. Lo anterior se resume en la figura 15.
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El presente trabajo, representa la primera evidencia de fos mecanismos moleculares de
accién de las hormonas esteroides sexuales en la biosintesis de la insulina. A pesar de
gue el tema de los efectos de los esteroides en el pancreas ya ha sido abordado con
anterioridad (Lenzen and Bailey, 1984), nunca antes se habia propuesto que estas
hormonas pudieran actuar en tantos y tan diferentes niveles en el proceso de sintesis vy
secrecion de [a insulina. Estos resultados abren las posibilidades de explicacion de
algunas entidades patoldgicas y una mejor comprension de los procesos fisiolégicos.
La resistencia a la insulina presente por ejemplo en aigunos pacientes con el SOP, la
mejoria en la tolerancia a los carbohidratos en mujeres menopausicas con terapia
estrogénica de reemplazo, la diferencia en el metabolismo de los carbohidratos y la
secrecion de insulina en hombres y mujeres; y muchos otros procesos que también se
podrian mencionar.

Este frabajo también abre la puerta a otras investigaciones en el futuro. Se debe
establecer claramente que determina la actuacion de estas hormonas a través de los
diferentes mecanismos de accion y en que proporcién actian por mecanismos
genémicos y no genémicos en toda la ruta de biosintesis de insulina. Tratar de
establecer un modelo en e gue se puedan separar los efectos en particular de cada
hormona y asi mismo tratar de dar una explicacidon completa de estos procesos
fisiologicos, tomando en cuenta los efectos periféricos y como estos influyen a nivel de

la célula B pancreatica y su funcién.
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Figura 15. Modelo simplificado del mecanismo de sintesis y secrecidén de la
insulina en la célula B. En la figura se muestran los sitios de accion que se
proponen para los esteroides sexuales. 1. lLa testosterona actia a nivel de la
transcripcion del gen de insulina, provocando un incremento en [a sintesis del
RNAmM de la insulina. 2. La T y el E,, acthan a nivel del almacenamiento de la
insuiina madura. 3. Los esteroides sexuales (T, Ez, P;, DHT) pueden modificar la
actividad de algunos canales idnicos presentes en la célula g, asi como el flujo de
iones como el Ca**. 4. Favoreciendo el proceso de secrecion de la insulina (T,
DHT vy Py).
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CONCLUSIONES

El metabolismo de la insulina es sexualmente dimérfico y estd relacionado con ia
funcién gonadal de los individuos.

Los esteroides sexuales, tienen efectos diferenciales en la sintesis, aimacenamiento y
secrecion de la insulina.

En las hembras, las variaciones en las concentraciones del estradiol y la progesterona
observadas durante el ciclo estral se correlacionan positivamente con las
concentraciones de insulina en sangre y con la expresién del gen.

Se confirma la hipétesis planteada de que el estradiol, la progesterona y la testosterona
actian directamente sobre los islotes pancreaticos.

Estas hormonas mostraron tener efectos directos sobre el proceso de sintesis,
secrecion y almacenamiento de la insulina en los islotes.

La testosterona mostré efectos a nivel de la transcripcion del gen de la insulina en el
modelo in vivo e in vitro.

Los andrégenos, festosterona y DHT, incrementaron significativamente y de manera
similar, la secrecién de insulina por los isiotes de Langerhans, su efecto no depende de

procesos de aromatizacion.

El estradiol y la testosterona provocaron un aumento de magnitud semejante, en el

contenido de insulina en los islotes.

La progesterona y la androstendiona no mostraron efectos relevantes sobre la sintesis y
contenido de insulina en los islotes en cuitivo.
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