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RESUMEN

Se estudio el efecto de una sobredosis de enantato de testosterona y de benzoato de
estradiol en ratas machos preplberes, sobre el comportamiento de la glucemiay la
insulinemia in vivo, durante una prueba de tolerancia a la glucosa. Adicionalmente se
explor6, in vitro, la capacidad de secrecion de insulina estimulada por glucosa de los
islotes de Langerhans de estas ratas hiperandrogenizadas e hiperestrogenizadas. Se
encontré que la hiperandrogenizacion se acompafiaba de un deterioro de la sensibilidad
a la insulina, con hiperinsulinemia, que no se corresponde con un aumento de la
capacidad de secrecion de insulina de losislotes de Langerhans. Sin embargo, se comprobd
que la hiperestrogenizacion no indujo cambios en los perfiles de glucemia, ni de
insulinemia, ni en la capacidad de secrecion de insulina de los islotes de Langerhans de

este grupo de ratas hiperestrogenizadas.
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Existen resultados de investigaciones
clinicas y experimentales que demuestran
la participacion de los esteroides sexuales
en el control del metabolismo energético,
particularmente sobre la secrecion y las
funciones de la insulina. Dentro de estas
evidencias podemos citar: la aparicion del

hiperinsulinismo y la disminucion de la
tolerancia ala glucosa por cambios en las
concentraciones de estradiol y progeste-
rona durante el embarazo,* ladisminucion
delasconcentracionesdeglucosaeinsulina
en ayunas asi como la reduccion de la
incidencia de diabetes por efecto de la
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terapiahormonal de reemplazo en mujeres
posmenopausicas,?® laimportante funcién
queseleatribuye al 17 betaestradiol en e
mantenimiento de la sensibilidad a la
insulina,* el hiperandrogenismo
caracteristico delasmujerescon e sindrome
de ovarios poliquisticos (SOP),>¢ la
aparicion de resistencia a la insulina en
hombres y mujeres sanos tratados con un
exceso de hormonas androgénicas,’® la
disminucion delasensibilidad alainsulina
por un defecto del metabolismo periférico
delaglucosa, durante la pubertad normal,°
el dimorfismo sexual enlaincidenciadela
diabetes encontrado en diferentes model os
experimentalesen animal es 1%

A pesar del gran nimero deinvestiga-
ciones realizadas en los Ultimos afios,
encaminadas a definir los mecanismos
moleculares involucrados en la accion de
los esteroides sexual es sobre el metabolis-
Mo energético, estos no han sido ain
completamente dilucidados. En estetrabajo
nos propusimos estudiar e efecto de una
dosis alta de enantato de testosterona o de
benzoato de estradiol en ratas machos
prepuberesin vivo, sobrelas modificaciones
delaglucemiay lainsulinemiadurante una
prueba de tolerancia ala glucosa (PTG) y
simultdneamente, in vitro, € efecto sobre
la secrecion de insulina de los islotes de
Langerhans de estas ratas hiperandrogeni-
zadas o hiperestrogenizadas.

METODOS

Parael estudio utilizamosratas Wistar
machos prepuberes que pesaban entre 70y
80 g. Establecimos 3 grupos experimentales
de al menos 6 ratas cada uno: |- ratas
intactas, |- ratas tratadas con testosterona
y Il1- ratas tratadas con estradiol. Paralos
tratamientos con testosteronay estradiol a
las ratas se les suministré una dosis Unica
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de 5 mg/rata de enantato de testosterona o
200 pg/rata de benzoato de estradiol por
inyeccion intramuscular utilizando como
vehiculo 1 mL de aceite vegetal. Los
experimentos serealizaron 48 h despuésdel
tratamiento con testosteronay 24 h después
del tratamiento con estradiol. Los
experimentos para cada tratamiento se
repitieron al menos 3 veces. Losvaoresde
estradiol y de testosterona de cada grupo
experimental se determinaron por
radioinmunoensayo (RIA).

PRUEBA DE TOLERANCIA
A LA GLUCOSA (PTG)

Pararealizar |a prueba administramos
glucosaarazédn de 3 g por kg de peso, por
inyeccion intraperitoneal. La sangre para
determinar insulinay glucemialaobtuvimos
delaarteriaretroorbital antes, 15, 30, 60y
120 min después de administrar glucosay
la recogimos sobre heparina.*? Determina-
moslaglucemiapor el método delaglucosa
oxidasa.® Cuantificamoslainsulinemiapor
RIA #

OBTENCION Y ESTIMULACION
DE ISLOTES DE LANGERHANS

Aislamos|osidotes segin unamodifi-
cacion del método de Lacy.*® Extrajimosel
pancreas de la rata e inmediatamente le
eliminamoslagrasaen unaplaca Petri con
tampon Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB)
(NaCl 118 mM; KCI 6,2mM; CaCl, 5,6 mM;
MgS0, 1,5mM; KH,PO, 1,5mM; NaHCO,
32,2mM; pH 7,4, suplementado con Hepes
10 mM, albuiminade suero bovino 0,2 %y
glucosa3,3mM), sobre hielo.

Realizamos la digestion del pancreas
en 5 mL de tampdn KRB con 12 mg de
colagenasa (Sigma), con agitacion manual,



durante 20-30 min. Una vez terminada la
digestiéon hicimos 3 lavados con tampén
KRB para eliminar la colagenasa y
transferimos €l tejido digerido a una placa
Petri de fondo oscuro; aislamos los islotes
libres de colageno con una pipeta Pasteur
bajo microscopio estereoscépico.

Paralos experimentosde estimulacién
empleamos 20 idotes por tuboen 0,5mL de
tampon KRB. A cadatuboleafiadimos0,5 mL
detampdn KRB con 3-isobutil-metilxantina
(IBMX) 0,1 mM, que es un inhibidor de
fosfodiesterasa de AMPc y es capaz de
potenciar la respuesta secretora de los
islotes, mas glucosaen concentracion final
de1,65; 9,9; 18,9y 34,9 mmol/L . Incubamos
losislotesa37 °C con agitacion, durante 1h
con amosfera de carbogeno (95 % O, - 5 %
CO,). Tomamos 500 pL del sobrenadante
paradeterminar lainsulinapor RIA.

PROCESAMIENTO ESTADISTICO
DE LOS DATOS

Procesamos los resultados con el uso
del test no paramétrico de suma de rangos
para 2 grupos de Wilconxon, mediante el
programa de Software Microsta (Ecosoft,
Inc, 1984), conunnive designificaconp< 0,05.

RESULTADOS

Los niveles plasméticos de testoste-
ronaen nmol/L fueronde 0,25+ 0,09 parad
grupo de ratascontrolesy de 18 + 3,5 para
el grupo de ratas tratadas con testosterona
(48 h después del tratamiento), por lo que
consideramos que en el momento en que
realizamoslosexperimentoslasratasdeeste
ultimo grupo estaban hiperandrogenizadas,
incluso con respecto a las ratas Wistar
machos adultas paralas que anteriormente
se habian reportado valores normales de
testosterona de 4 nmol/L .26
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Losnivelesplasméticosdeestradiol en
nmol/L no fueron detectables en € grupo
de ratas controles (la sensibilidad del RIA
utilizadoesde6,1pmoal/L)y de1219+57 parael
grupo de ratas tratadas con estradiol, por
lo cual consideramos que cuando se
realizaron | osexperimentos, lasratasde este
ltimo grupo estaban hiperestrogenizadas.

El comportamiento delaglucemiay la
insulinemiadurante laPTG en el grupo de
ratas tratadas con testosterona se muestra
enlasfiguras1y 2. Este grupo mantienelos
nivelesdeglucosadeformasimilar a grupo
control (p> 0,05 paraladiferenciade areas
bajo la curva), a costa de valores de
insulinemiasignificativamente superioresa
grupo control (p< 0,01 paraladiferenciade
dreasbajolacurva).

Losvaloresdeglucemiaeinsulinemia
del grupo deratas tratadas con estradiol se
muestran en lasfiguras3y 4. En este grupo
de ratas la hiperestrogenizacién no induce
cambiosenlosperfilesdeglucemia(p>0,05) ni
deinsulinemia(p > 0,05) durantelaPTG.
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FIG. 1. Efectos del tratamiento con testosterona sobre la
glucemia durante la PTG, p > 0,05 para la diferencia de
areas bajo las curvas.
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FIG. 2. Efectos del tratamiento con testosterona sobre la
insulinemia durante la PTG, p < 0,01 para la diferencia de
areas bajo las curvas.
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FIG. 3. Efectos del tratamiento con testosterona y estradiol
sobre la secrecion de insulina de los islotes de Langerhans,
ns-diferencia no significativa.
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FIG. 4. Efectos del tratamiento con estradiol sobre la glucemia
durante la PTG, p > 0,05 para la diferencia de dreas bajo las
curvas.

Enlafigura5 se muestranlosresultados
del estudio in vitro de la capacidad de
secrecion de insulina de los islotes de
Langerhans. Losislotesdelasratastratadas
con testosterona (hi perandrogeni zadas) asi
como los delasratas tratadas con estradiol
(hiperestrogenizadas), tuvieron un
comportamiento similar a de las ratas
controles, para todas las concentraciones
estimulatorias de glucosa utilizadas.

DISCUSION

Segun el consenso general, los estré-
genos tienen un efecto positivo en la
sensibilidad a la insulina, mientras que €
exceso de andrégenos se asocia a la
disminucion delasensibilidad alainsulina
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FIG. 5. Efectos del tratamiento con estradiol sobre la
insulinemia durante la PTG, p > 0,05 para la diferencia de
areas bajo las curvas.

y a desarrollo delaresistenciaalainsulina.
Posiblemente, la correlacion entre
estrégenos y andrégenos activos sea un
factor importante para la sensibilidad al
desarrollo de la diabetes.'” En ratas
prepuberes, las concentraciones basales de
androgenos (0,25 + 0,09 mmol/L) y de
estrogenos (< 6,1 pmol/L) son muy bajos,
por lo cual la utilizacion de estos model os
experimentales con ratas prepuberes nos
permitié estudiar el efecto de la
hiperandrogeni zacion y delahiperestroge-
nizacion préacticamente en ausencia de
estrégenos y de andrégenos, respec-
tivamente.

El comportamiento de las curvas de
glucemiay deinsulinemiadurante [aPTG
de las ratas tratadas con testosterona (figs.
1y 2) muestraun deterioro delasensibilidad
alainsulinacaracterizado por unincremento
estadisticamente significativo (p < 0,01) de
los requerimientos deinsulina (fig. 2) para
mantener los nivelesde glucemiasimilares
alos de las ratas controles (fig. 1), o sea,
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gue en estas ratas prepuberes hiperan-
drogenizadas, la disminucion de la
sensibilidad a la insulina es compensada
con un aumento de los niveles de insulina
circulante. Resultainteresante que en ratas
adultas un esquemasimilar de hiperandro-
genizacion se asocia no solo con una
resistencia a la insulina con hiperin-
sulinismo, sino que también se produce
intoleranciaalaglucosa, yaque estasratas
adultas hiperandrogenizadas no mantienen
los valores normal es de glucosa durante la
PTG.% Por otra parte, la capacidad de
secrecion deinsulinain vitro delosislotes
de Langerhans de las ratas prepuberes
tratadas con testosterona es similar alade
las controles (fig. 5), lo cual difiere del
aumento de la capacidad de secrecion de
insulina in vitro de los islotes de ratas
machos adultas hiperandrogenizadas'® y de
islotes en cultivo tratados con 1 pg/mL de
testosterona [Morimoto LS. Efecto delos
esteroides sexuales sobre la sintesis y
liberacién deinsulinaen larata. Estudiosin
Vivo ein vitro (Tesis para obtener €l grado
deDoctor en cienciasFisiol égicas. México,
Colegio de Ciencias y Humanidades,
ColegiodeNeurobiologia, 1999)]. Pareceser
gue en el caso de las ratas prepuberes
hiperandrogenizadas, el aumento de los
niveles de insulina durante la PTG no se
basa en un aumento de la capacidad
secretoradelosidotesde Langerhans, sino
qgue en esta respuesta compensatoria
intervienen otros mecanismos que actlan
en el contexto del organismoy queno estan
presentes en el modelo in vitro de los
islotes aislados.

A pesar de que de formageneral alos
estrégenos se les ha atribuido un efecto
positivo en lasensibilidad alainsuling, en
nuestro model o de ratas machos prepuberes
el tratamiento con estradiol (200 pg/rata) no
indujo cambios en los perfiles de glucemia
ni en los de insulinemia durante la PTG



(figs. 3y 4), ni tampoco en lacapacidad de
secrecion de insulina de los islotes de
Langerhans in vitro (fig. 5), de forma tal
gue en estasratas prepuberes|ahiperestro-
genizacion noincideen lasensibilidad ala
insulina. Pudiera ser quelos mecanismosa
través de los cuales | os estrégenos operan
en e metabolismo hidrocarbonado, estén

modulados por la correlacion entre las
concentraciones de los estrégenos y 1os
andrégenos circulantes.

La utilizacion de estos modelos
experimental es de ratas machos prepuberes
hi perandrogeni zadas e hiperestrogenizadas
pudieraservir paraadquirir informacion dtil
para comprender el efecto de la terapia
sustitutivasobre el metabolismo energético.

SUMMARY

The effect of an overdose of testosterone heptanoate and estradiol in male
prepubescent rats on the behavior of glycemia and insulinemia was studied in vivo
during a glucose tolerance test. The capacity of insulin secretion stimulated by
glucose from the islets of Langerhans of these rats that were administered a high dose
of androgens and estrogens was explored in vitro. It was found that the high level of
circulating androgens was accompanied by a deterioration of sensitivity to insulin
with hyperinsulinemia that does not correspond to an increase of the insulin secreting
capacity of the islets of Langerhans. However, it was demonstrated that the high
level of circulating estrogens did not produce changes either in the glycemia and
insulinemia profiles or in the insulin secreting capacity of the islets of Langerhans in
this group of rats that received an elevated dose of estrogens.

Subject headings: HEPTANOATES; ESTRADIOL; RATS, INBRED STRAINS;
HYPERINSULINISM; ISLETS OF LANGERHANS; GLUCOSE TOLERANCE TEST.
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