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1. Resumen.

Los efectos del hipertiroidismo sobre la estructura y funcionamiento de las arterias
de conductancia no han sido dilucidados. La activacién por las hormonas tiroidea
de las vias de sefalizacion PI3K/Akt y MAPK/ERK - vinculadas con crecimiento,
diferenciacion, migracion y proliferacion celulares - ha sido descrita en las células
endoteliales y musculares lisas de las aortas ratas, pero la relacion entre la
activacion de estas vias y la remodelacion adrtica es desconocida. Nuestro objetivo
fue examinar en funcion del tiempo, las modificaciones en la expresién de
las proteinas Akt y ERK1/2 (y sus formas fosforiladas, p-), relacionandolas
con los cambios histomorfométricos y de la funcién motora, de las aortas toracicas
aisladas de ratas con hipertiroidismo agudo. Este fue inducido en las ratas
mediante la administracion de T3 (500 pg/kg/dia, s.c.) por 1(T344), 3(T33q4) y 10
dias (T3404). Los controles correspondientes recibieron vehiculo (solucién salina
alcalina, s.c.) por 1(Vid), 3(Vad) y 10 dias (V1od). El incremento de T3 sérica
permitié confirmar el estado hipertiroideo en las ratas. En las aortas de los grupos
definidos, se caracterizaron las variaciones histomorfométricas, las respuestas
contractiles inducidas por la fenilefrina (agonista adrenérgico a1), y las
expresiones de Akt, p- Akt, ERK1, p-ERK1, ERK2 y p-EK2. Al compararse con
los controles temporales respectivos: (i) las aortas toracicas de las ratas T31q,
T334 y T3104 manifestaron reduccion del nimero de nucleos de las células
musculares lisas, desorganizacion de estos nucleos en relacién con las laminas

elasticas, y pérdida de compactacién y discontinuidades de las laminas elasticas;



(ii) las aortas de los grupos T334 Y T310d - pero no T31q - mostraron depresion de la
contractilidad inducida por la fenilefrina, independientemente del endotelio
funcional; (iii) la expresion de Akt aumentoé en el grupo T3104, Sin modificarse en
los grupos T334 y T314; en cambio, p-Akt y p-Akt/Akt disminuyeron transitoriamente
en las aortas de las ratas T31q (esto es, la disminucion no se manifesté en los
grupos T33q4 y T3104); ¥ (iv) ERK1/2 y sus formas activas no fueron modificadas
en las aortas de las ratas T344, T334 Y T310d. Asi, durante el tratamiento con T3,
el curso temporal de los cambios histomorfométricos y la expresion disminuida de
p-Akt fueron coincidentes el primer dia; sin embargo, la transitoriedad de la
disminucion de p-Akt no permiti6 correlacionarla con los cambios
histomorfométricos sostenidos hasta el décimo dia. El incremento de Akt total al
décimo dia, excluye una relacion causal con la remodelacion adrtica y la
depresion de la actividad contractil de aparicion mas temprana, en las aortas
de ratas con hipertiroidismo agudo. En conclusion, el tratamiento con T3 a corto
plazo ocasion6é remodelacion de la pared aodrtica y depresion de la respuesta
contractii  inducida por la activacion de receptores adrenérgicos af,
independientemente del endotelio, sin la participacion de las vias de

sefalizaciéon que comprenden a las proteinas Akt y ERK1/2.



Ill. Abstract

The effects of hyperthyroidism on the structure and function of conductance arteries
have not been elucidated. Activation by thyroid hormones of the PI3K / Akt and
MAPK/ERK signaling pathways - linked to cell growth, differentiation, migration and
proliferation - has been described in the smooth vascular muscle and endothelial
cells of the aortas, its relationship with aortic remodeling is unknown. Our objective
was to examine, as a function of time, the modifications in the expression of Akt and
ERK1/2 proteins (and their phosphorylated forms, p-), relating them to the
histomorphometric and motor function changes of Isolated thoracic aortas from rats
with acute hyperthyroidism. Which was induced in the rats by daily subcutaneous
injection of T3 (500 pg/kg/dia, s.c.) by 1(T314), 3(T334) and 10 days(T3104). The
corresponding controls received vehicle (alkaline saline solution, s.c.) for 1(V14),
3(V3d) and 10 days(V1od). The increase of T3 in serum allowed to confirm
the hyperthyroid state in rats T314, T334 and T3104. In the aortas of rats of the
defined groups, histomorphometric variations, contractile responses induced by
phenylephrine (a1-adrenergic agonist), and the expressions of Akt, p-Akt, ERK1,
p- ERK1, ERK2 and p- EK2 was characterized. Compared with the respective
temporal controls: (i) the thoracic aortas of the T344, T334 and T310q rats showed
a reduction in the number of smooth muscle cell nucleus, disorganization of
these nucleus in relation to the elastic lamellas, and loss of compaction and

discontinuations of the elastic lamellas (ii). Aortas of groups T33q and T3104 -



but not T31q - showed contractile depression induced by phenylephrine,
regardless of functional endothelium (iii). Akt expression increased in the T3104
group, unmodified in the T334 and T344 groups; In contrast, p-Akt and p-Akt / Akt
decreased temporarily in the aortas of the rats of T34 (that is, the decrease did
not occur in the T334 and T3104 groups). In conclusion, during the treatment with
T3, the temporal course of the histomorphometric changes and the decreased
expression of p-Akt were coincident on the first day; however, the transience
nature of the p-Akt decrease did not allow it to correlate with the histomorphometric
changes sustained until the tenth day. The increase of total Akt to the tenth day,
excludes a causal relation with the aortic remodeling and the depression of the
contracting activity of earlier occurrence, in the aortas of rats with acute
hyperthyroidism. ERK1 / 2 and its active forms were not modified precociously.
T3 caused remodeling of the aortic wall and depression of the contractile
response induced by the activation of a1 adrenergic receptors, independently
of the endothelium, without the involvement of signaling pathways comprising

the Akt and ERK1 / 2 proteins.



1. Introduccion.

La glandula tiroides en el humano es localizada en la porcidn anterior del cuello
frente al cartilago tiroides por el cual recibe el nombre, pesa alrededor de 20 g. en
el adulto y esta bilobulado unido por istmo de tejido conectivo (Sreekanth et al.,

2013).

Las hormonas tiroideas son las unicas hormonas de todo el cuerpo que requiere
yodo para ser activas biolégicamente y se almacena en forma de coloide tiroideo.
Contiene una proteina estabilizadora y de unién a tetrayodotironina (T4) y
triyodotironina (T3), la tiroglobulina, y el coloide tiroideo esta rodeado por células
foliculares formando asi multiples foliculos. Las células de los foliculos tiroideos son
las responsables de la sintesis de hormona tiroidea (Figura 1). (Berne y Levy.,

2009).
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ESQUEMA 1: A.-Diagrama del foliculo tiroideo; se muestra el coloide tiroideo donde se encuentran las
hormonas tiroideas acopladas a la tiroglobulina, rodeadas por células foliculares. B.-Fotografia de corte
histoldgico de glandula tiroides, se muestra el coloide rodeado de células foliculares (Finn Geneser,
2015).




Las hormonas tiroideas producen efectos especificos que actuan sobre el
crecimiento, diferenciacion y metabolismo celular (Aranda et al., 2013). Las
hormonas tiroideas 3,5,3 Triyodotironina y 3,5,3',5’ Tetrayodotironina, tienen la
caracteristica de ejercer efectos importantes sobre el sistema cardiovascular, tanto
a nivel central en el corazon, como a nivel periférico en el sistema vascular (Carrillo-
Sepulveda et al., 2009). A nivel cardiaco cuando la hormona tiroidea se encuentra
elevada produce un aumento de la fuerza y velocidad de contraccion sistdlica,
ademas de producir aumento de la velocidad de relajacion de las fibras miocardicas.
También, se ha reportado alteraciones en la funcién eléctrica del corazén
evidenciadas como un aumento en la frecuencia cardiaca, aunado a esto se han
identificado incremento de la angiogénesis cardiaca, relajaciéon arterial y
disminucién de las resistencias vasculares periféricas, es decir, disminucion de la
poscarga cardiaca. (Carrillo-Sepulveda et al., 2009; Dillmann., 2010; Barreto-

Chavez et al., 2010).

Actualmente se estima que alrededor del 10% de la poblacién general padece una
enfermedad tiroidea. Un dato clinico muy relevante de los casos de elevacién
sostenida de hormonas tiroideas es la disminucidon de las resistencias periféricas
incluso mayores al 50%, esto debido a un incremento de liberacion de sustancias
vasodilatadoras en vasos sanguineos periféricos como consecuencia de un estado
metabdlico incrementado. Se ha adjudicado esta accién vasodilatadora a la T3
actuando sobre endotelio vascular sin embargo la accion sobre las células

musculares lisas esta pobremente descrita. Se ha evidenciado una accion directa
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de T3 como promotor de productos vasodilatadores provenientes de células

musculares lisas propiamente. (Carrillo-Sepulveda et al., 2013).

1.1. Las hormonas tiroideas.

La funcién de la glandula tiroides es secretar hormona tiroidea, principalmente
secreta dos la tiroxina o tetraiodotironina (T4) y la triiodotironina (T3), aunque en
baja proporcion también secreta Triiodotironina reversa (T3r). Estas hormonas
tienen un precursor comun que es la tirosina un aminoacido aromatico no esencial.
También para la sintesis de estas hormonas se requiere yodo (I-) y selenio, siendo
las unicas moléculas biologicas que presentan yodo activamente. Las hormonas
tiroideas estan unidas a una proteina de alto peso molecular alrededor de los
5000KD llamada tiroglobulina la cual contiene también residuos de tirosina. (Brix et
al., 2011). Las hormonas bilégicamente activas secretadas por la glandula tiroidea
son la tetrayodotironina (T4) y triyodotironina (T3). Poseen una estructura quimica
caracterizada por presentar yodos unidos a los ciclos bencenos y estos a su vez

unidos en pares. (Figura 2).
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ESQUEMA 2. Representacién molecular disefiada en el software molinspiration de
las hormonas tiroideas A.- Tetrayodotironina (T4 o Tiroxina) y B.- Triyodotironina
(T3)

11



1.1.1. Sintesis de las hormonas tiroideas

La sintesis de la hormona tiroidea inicia con la captacion de yodo en forma de yodo
anionico (l-) el cual es absorbido por el sistema gastrointestinal mediante transporte
activo y llevado por circulacion sanguinea hasta la glandula tiroidea donde es
captado por un intercambiador Sodio/lodo (Na/l) (NIS Na-I simportador), localizado
en la membrana basolateral de las células foliculares. El yodo sale de la célula
folicular y entra a la luz folicular a través de la membrana apical por medio de la
pendrina que es un miembro de la familia STAT un intercambiador anionico
intracelular, el yodo anionico (I-) viaja en paralelo con moléculas de tiroglobulina una
glucoproteina sintetizada de manera importante por la célula folicular que posee un
grupo tyrosil el cual sera objetivo del yodo anionico, ademas las vesiculas que
contienen yodo anionico y tiroglobulina se acompafian también de peroxidasa
tiroidea que se encargara de la canalizacion por oxidacion del yodo anionico
pasando su valencia a cero para favorecer la interaccion entre el grupo tyrosil de la
tiroglobulina y el yodo cero durante el proceso de exocitosis a la luz del coloide. Una
o dos moléculas de yodo cero (I°) son incorporadas a la tiroglobulina la cual
generara un cambio conformacional que permitira la conjugacion de dos residuos
tyrosil yodinados para formar una yodotironina simple. La hormona tiroidea
acoplada a la tiroglobulina es almacenada en el coloide dentro del foliculo tiroideo.

(figura 3). (Sinha and Yen., 2000).
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Oxidacioén del yodo .
Transporte activo del yodo por la re SLOL?:SCItOpOgﬁ de
en la tiroides. tiroperoxidasa | tiroal 3{) i
(TPO) a tiroglobulina.

ESQUEMA 3: Esquema de los pasos mas importantes en la sintesis de hormona tiroidea.
(Mansourian, 2011).

Las hormonas tiroideas permanecen inactivas en el coloide hasta que sea
hidrolizada la tiroglobulina, para que esto ocurra las células foliculares endocitan el
coloide en la cara apical, las vesiculas se acoplan con lisosomas formando
lisoendosomas las cuales contienen enzimas que hidrolizaran la tiroglobulina para
formar solo T3 y T4 ademas de algunos yodotironinas menores como la
diyodotironina (DIT) y monoyodotironina (MIT), la vesicula es exocitada en la cara
basolateral de la célula y es liberada tanto T4 como T3 (relacion aproximada de
90% T4 y 10% T3 ademas de una pequefia fraccion de T3 reversa rT3) a la
circulacion sistémica. Alrededor de 3 cuartas partes del total de T3 aparece en
respuesta a la conversion periférica de T4 a T3 que ocurre principalmente en higado

y rifdn. (Brix et al., 2011; Berne y Levy., 2009).
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1.1.2. Transporte de las hormonas tiroideas por circulacién sanguinea.

Las hormonas tiroideas T4 y T3 en circulacion sanguinea van acopladas a proteinas
séricas como la globulina de union a tironinas (TBG) albumina y trantiretina (TTR),
alrededor de 99.98% del total de hormonas tiroideas van acopladas con una alta
afinidad a estas proteinas. Sin embargo, solo la fraccion de hormona tiroidea libre
es la que ejerce sus acciones a las células. Las proteinas plasmaticas de unién a
tironinas prolonga de manera extraordinaria la vida media de las hormonas tiroideas
T4 y T3, llevando su vida media hasta los 8 dias para T4 y T3 de 24 horas, esto
tiene cierto sentido légico porque la mayor concentracion de T3 proviene de la
conversion periférica de T4 y esta funciona como reserva prohormona para T3.

(Mansourian., 2011; Berne y Levy., 2006).

1.1.3. Transporte transcelular de las hormonas tiroideas.

Para poder ejercer sus efectos las hormonas tiroideas viajan por circulacion
sistémica hasta las células blanco, unidas a proteinas transportadoras como la
globulina de unién a tironinas, la trantiretina y la albumina y una pequefa porcion
viaja en fraccion libre, las hormonas tiroideas son hidrofébicas, sin embargo posee
algunos aminoacidos con carga eléctrica y eso impide su paso a través de
membranas plasmaticas, es por eso que requieren transportadores especificos,
conocidos como acarreadores de solutos (SLC), el principal transportador es el tipo

monocarboxilato 8 (MCT 8), también conocido como acarreador de solutos 16A2
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(SLC16A2), este transportador tiene una alta especificidad sobre las hormonas
tiroideas. Este acarreador se encarga del transporte bidireccional independiente de
energia de la yodotironinas, para lograr este transporte se ha determinado que es
obligatorio que se encuentre una molécula de yodo en conjunto a un anillo aromatico
para poder ser transportado. (Schweizer et al., 2014; Kinne et al., 2010; Brent,

2012).

1.1.4. Desyodinasas periféricas y conversion de T4 a T3.

La relacion aproximada de T4 y T3 es 10:1 respectivamente, sin embargo, muchos
tejidos tienen la capacidad de desyodinar selectivamente T4 a T3 y esta a su vez
puede convertirse en tironinas no activas bioldgicamente como Diyotironina (DIT) y
Monoyodotironina (MIT). Biolégicamente hablando T3 es mas activo que T4 por lo

que esta regulacion de conversion periférica asume considerable importancia.

Existen tres tipos de desyodinasas que actuan en el anillo externo tipo 1 que se
encuentran en una alta concentracion en rindn e higado y aparentemente son
responsables de la mayor conversion de T4 a T3. La isoforma tipo 2 de la
desyodinasa se encuentra principalmente en glandula pituitaria, sistema nervioso
central y placenta y juega un rol importante proveyendo de T3 a estos tejidos, esta
acciéon toma particularmente importancia en la glandula pituitaria debido a que es la
responsable de la accion de retroalimentacion negativa para suprimir la secrecion

de tirotropinas es decir disminuir la secrecién de hormona estimulante de tiroides
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(TSH). Los cambios fisiologicos o patoldgicos pueden condicionar la concentracion
de desyodasas dependiendo de los requerimientos corporales, ademas hay una
fuerte correlacion entre desyodinasa tipo 1 y tipo 2 para la regulacion hipotalamica
de las concentraciones de T4 y T3 a partir de la concentracién de TSH la cual actua
especificamente en el tipo 2 en hipotdlamo ejerciendo una accion de
retroalimentacion negativa sobre este. La conversion local de T4 a T3 es importante
como lo mencionamos anteriormente para el control negativo que ejercen estas
hormonas sobre la liberacion de Hormona liberadora de tirotropinas (TRH) en el
hipotalamo y de hormonas estimulante de tiroides(TSH) por la hipdfisis y asi
mantener equilibrado el sistema. (Alexband et al., 2010; Aranda et al., 2013; Cheng

et al., 2010).

1.2. Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas son moléculas muy importantes para la regulacion del
metabolismo celular y el control de la homeostasis, clasicamente se conocia que las
hormonas tiroideas ejercian su accion por mecanismos genomicos, actualmente se
han descrito un numero considerable de acciones no gendmicas mediadas por
receptores membranales o citoplasmaticos, aunado a esto se reconoce una fuerte
relacion entre mecanismos gendémicos y no genémicos, aquellos iniciados por fuera
de la membrana nuclear que desencadenan cascadas de senalizacién que llevaran

como consecuencia modificaciones en la expresion genética independientemente
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de la propia activacion de sus receptores intranucleares. (Davis et al., 2011; Dillman

et al., 2010).

1.2.1. Mecanismos genémicos de las hormonas tiroideas.

Se ha considerado por muchos afios a la T4 como pro-hormona para la potente
accion de la T3 acoplandose a su receptor intranuclear. Mientras no exista hormona
tiroidea, el receptor tiroideo (TR) permanece inactivo gracias a moléculas co-
represoras, la presencia de T3 produce un cambio conformacional del receptor
tiroideo (TR) y desprende el co-represor para permitir la llegada de una molécula
co-activadora y permitir su union a elementos de respuesta tiroideo en la cromatina
para comenzar la transcripcion. Se han estudiado a conciencia los elementos de
respuesta a hormonas tiroideas y se ha descrito claramente y candnicamente una
secuencia general, sin embargo otros estudios han descrito que estos sitios de
respuesta no son iguales siempre y tiene modificaciones, sin embargo lo que se ha
descrito claramente son secuencias de nucleétidos bien establecidos AGGTCA,
pero se ha descrito ampliamente que puede lograrse un mejor acoplamiento con
una porcion mas extendida de nucleétidos TAAGGTCA, sin embargo el hexamero
nucledtido basico es el mismo, ademas estas porciones de nucledtidos estan unidas
por un tetramero de repeticion invertida que funciona como un espaciamiento entre
dos hexameros es decir que el elemento de respuesta tiroidea codificaria asi:
AGGTCANnnnnAGGTCA. Cabe destacar que, aunque los TRs pueden unirse a los

elementos de respuesta tiroides (TREs) por si solos, mejoran su acoplamiento
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formando homodimeros y mas aun heterodimeros con el RXR. (Sinha and Yen.,

2000; Paquette et al., 2014).

T3 se liga a su receptor con 10 a 15 veces mayor afinidad que T4. Es impresionante
la diferencia de ocupacién de receptores tiroides entre T3 y T4 variando de tejido a
tejido esto provee un mecanismo de respuesta complejo ante los niveles circulantes
de hormona tiroidea. (Dillman et al., 2010; Sinha and Yen., 2000; Cheng, et al.,

2010).

1.2.2. Receptores de las hormonas tiroideas.

Existen dos genes THRA y THRB (a y B) que codifican para producir los receptores
nucleares tiroideos (TR), estos genes se encuentran localizados en dos
cromosomas distintos el Gen THRA se encuentra en el cromosoma 17 mientras que
el TRHB se encuentra en el cromosoma 3, cada gen codifica para dos isoformas de
receptores tiroides por medio de splicing alternativo, es decir que el gen THRA o
TRa codifica para el receptor tiroideo TRa1y TRa2 y el gen THRB codifica para los
receptores nucleares TRB1y TRB2, TRa1 se une con una alta afinidad a su ligando
T3 y en baja proporcion a T4 mientras que el TRa2 se han descrito acciones
levemente antagonicas, en cuanto a los TRB1 y TRB2, el receptor TRB1 se ha
vinculado a una alta afinidad hacia T3 y el TRB2 se ha asociado a acciones sobre

sistema nervioso central. (Dillman et al., 2010; Aranda et al., 2013; Bassett., 2009).
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Como otros miembros de la super familia de receptores nucleares, los TRs tienen
un dominio central de union al ADN (DNA-Binding-Domain o DBD) y un dominio
carboxi-terminal de uniéon a ligando (Ligand-Binding-Domain o LBD). Los dos
receptores principales TRa y los TRB poseen una gran homologia entre ellos,
ademas de poseer ambos un dominio de dimerizacion similar. Las regiones amino-
terminales son mas variables entre TRa y TRB y contienen dominios de activacion
independiente de ligando. Por el contrario, multiples sub-regiones se encuentran en
el dominio de unién a ligando (LBD) para la activacion transcripcional dependiente
de ligando y la represion basal de los genes diana. El sitio de unién a ADN (DBD)
posee dos nucleos de zinc, ademas los TR poseen un dominio de dimerizacién con
el cual pueden crear homodimeros entre ellos mismos o heterodimeros con el
receptor de retinoide X (RXR). La unién entre monémeros se lleva a cabo mediante
enlaces peptidicos temporales entre la porcidon amino terminal y carboxilo proximal
de una y otra molécula mediada por la activacion del receptor Tiroideo en presencia
de T3 y en baja proporcion T4 a través del sitio de unidn a ligando, ademas también
posee la capacidad de interactuar con los co-represores y co-activadores segun sea
el estimulo. Cristalografia por rayos X muestran que el TRa1 esta incrustado en un
"bolsillo" hidrofobo revestido por tramos discontinuos de secuencias de aminoacidos
dentro del Dominio de union a ligando (LBD). Ademas, hay varias interfaces
hidrofobas dentro del mismo LBD que contribuyen a la homodimerizacion y

heterodimerizaciéon con el RXR. También existen zonas de union critica para las
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interacciones con co-activadores y co-represores. (Cheng et al., 2010; Aranda et al.,

2013; Sinha and Yen., 2000).

1.2.3. Receptor de retinoides X

El receptor de retinoide X es una proteina compleja la cual posee la capacidad de
vincularse consigo misma o con otros receptores, con las Hormonas tiroides forma
heterodimeros a través de la unién amino terminal- carboxilo proximal del receptor
Tiroideo (unién proteina-proteina, ademas de poderse vincular una vez activandose
con los TRs a elementos de respuesta tiroidea con la finalidad de establecer un
vinculo mas estable y generar el inicio de la transcripcién. (Cheng et al., 2010; Mullur

et al., 2014).

1.2.4. Regulacion transcripcional de los receptores de hormonas
tiroideas.

Los TRs una vez siendo activados por la hormona tiroidea se unen a elementos de
respuesta tiroidea (formando homodimeros o heterodimeros con el RXR), esta union
provoca un cambio en actividad transcripcional de los genes diana, aumentando o
disminuyendo su actividad segun sea el estimulo. A pesar de que se han descrito
modificaciones en la expresidn genética mediadas por las hormonas tiroideas
através de sus receptores tiroideos, también se ha visto que pueden afectar la

estabilidad de los RNA mensajeros (MRNA) y modificar la regulacion de la
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traduccion a proteinas, esto funciona como un control a multiples sistemas de la
regulacion de la expresion génica a través de las hormonas tiroideas. (Sinha and

Yen., 2000).

1.2.5. Co-Moduladores.

Los receptores de hormonas tiroideas (TRs) pueden ejercer efectos incluso en
ausencia de su ligando actuando como represor de la activacion génica a través de
la mediacidn de unidn con co-represores, de los mas notorios el co-represor de
receptores nucleares (NCor) y el mediador de silenciamiento para el acido retinoico
asi como receptores de hormonas tiroideas (SMRT) por mencionar algunos.
También los co-represores puede modificar la estructura del DNA para evitar su
lectura generando una aglutinacion de la cromatina a través de la activacion de las
histonas deacetilasas. Por el lado contrario en presencia de la hormona tiroidea el
receptor a hormona tiroidea es activado formando dimeros o heterodimeros con el
RXR y uniéndose a elementos de respuesta tiroideo y a su vez desplazando al co-
represor para darle espacio de entrada al co-activador principalmente co-activador
del receptor de hormona esteroideas (SRC-1), el factor 2 intermediario de la
transcripcion (SRC-2/TIF), la proteina 1 de interaccion GR (GRIP-1) y la molécula
activadora del receptor de hormonas tiroideas 1(SRC-3/TRAM-1). Estos co-
activadores actuan de manera contraria a los co-represores, modificando la

cromatina o activando la transcripcion génica directamente a través de la activacion
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de enzimas propias para la transcripcion. (Aranda et al., 2013; Yen., 2001; Cheng

et al., 2010; Sinha and Yen., 2000)

1.2.6. Mecanismos no genémicos

Recientemente se ha establecido que los mecanismos clasicos de las hormonas
tiroideas a través de su union a receptores nucleares y modificando la transcripcién
geénica no es la unica, también se han descrito algunos mecanismos mediados por
hormonas tiroideas a través de la activacion de receptores extra nucleares,
conocidos como mecanismos no gendmicos. Estos receptores se pueden encontrar
en la membrana plasmatica o en el citosol y desencadenan tras su activacion por
las hormonas tiroideas cascadas de sefalizacion que pueden mediar efectos

directos o activar indirectamente la transcripcidon y la modulacion de la trascripcion.

Estos mecanismos no gendmicos pueden estar asociadas al mantenimiento basal
de los efectos mediados por las hormonas tiroideas debido a su activacion rapida y
no sostenida a diferencia de los mecanismos gendmicos que son mas tardios, pero
con efectos mas sostenidos y drasticos. De manera muy interesante se ha descrito
gque estos mecanismos no gendmicos pueden actuar no solo con T3 si no con igual
afinidad pueden actuar con T4 o incluso con T3r. (Davis et al., 2008; Aranda et al.,

2013; Sinha and Yen., 2000; Davis and Davis., 2002).
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Se ha descrito un receptor membranal propio para las yodotironinas, la integrina
aVR3, las integrinas son una familia de proteinas transmembrana con varios
dominios, forman heterodimeros entre si, particularmente la integrina aV3 posee
en su dominio extracelular proteinas de union a T4 y T3, son capaces de transmitir
sefales discretas gracias a su gran plasticidad, en su porcién de unién a ligando el
dominio extracelular es rico en residuos de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD) y estos
elementos pueden unir ademas de T3 y T4 otras moléculas como factores de
crecimiento, actualmente se reconoce la existencia de sitios especificos de unién a
T3 y T4. La activacion del receptor de la integrina aV33 desencadena la activacidon
de la cascada de fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K ) y esta a su vez modifica la
expresion genética como el factor de hipoxia inducible a (HIF-1a) activado por el

receptor

RGD, parece inducir la activacién de la proteina cinasa C (PKC) que conllevara a la
activacién subsecuente a través de fosforilacion de Ras, Raf1, y MEK, lo que resulta
en la fosforilacion de tirosinas, ademas de la activacion y translocacién nuclear de
MAPK (ERK1 / 2) que a su vez interactua con el TR formando el complejo MAPK/TR
que se une y activa al p53 la cual es un supresor de actividad transcripcional de
protooncogenes. Y también puede activar a proteinas de la familia STAT, las
isoformas 1 y 3, De acuerdo a estas relacione se ha dicho que MAPK (ERK1 / 2)
activada por el receptor de integrina puede producir angiogénesis. Por lo tanto, la
activacion directa de la via MAPK/ERK por T4 o T3 puede generar muchos cambios

metabdlicos y activar varios mecanismos de transporte i6nico, un ejemplo es la
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modificacion en la actividad del transportador ATPasa de Na+/K+ o la modulacién
del transporte de Calcio a la célula. (Davis et al., 2004, 2009; Bassettt et al., 2003;

Cao et al., 2005; Hiroi et al., 2006; Lin et al., 2009).

Estos mecanismos no genomicos se han actualizado constantemente y se ha
descrito otra via importante a nivel citoplasmatico activada por las hormonas
tiroideas, se menciona la existencia de receptores propios de la hormona tiroidea
TRa1 o TRB1 ubicados en el citoplasma y estos pueden desencadenar la activaciéon
directa de la via PI3K, al activarse puede generar multiples efectos uno de los mas
comunmente reportados es la fosforilacion de la proteina cinasa B (Akt/PKB), esta
al ser activada continuara la via a través de la activacion del blanco de rapamicina
en mamiferos (MTOR) que viajara al nucleo y culminara con la modulacion de la
transcripcion génica a través de genes especificos por nombrar algunos los genes
ZAKI-4 que se han descrito con anterioridad, esto lo hace mediante la activacion de
dos proteinas, la p70 cinasa de la unidad ribosomal S6 (p70S6K) y de la inhibicién
del inhibidor de la proteina de unién del factor eucariético de iniciacion 4E (4E-BP1).
Ademas, por otro lado, la activacion extra nuclear del receptor tiroideo TRa1 se ha
vinculado con la modulacién activa de la sintasa de 6xido nitrico a nivel vascular
mediando la relacién vascular produciendo vasodilatacion. (Davis et al., 2004, 2008,

2009; Hiroi et al., 2006; Lin et al., 2009).
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1.3. Efecto de las hormonas tiroideas sobre el sistema cardiovascular.

El sistema cardiovascular esta compuesto por el corazon, las arterias de gran,
mediano y pequeio calibre, el sistema capilar y las venas de pequefio mediano y
gran calibre. Existen fuertes vinculaciones de otros organos al sistema
cardiovascular que ayudan a su funcion y a su regulacion como el riidn, los
pulmones y el sistema cardiovascular, juntos regulan el flujo constante de sangre a
todo el organismo para el aporte de oxigeno, nutrientes y otras sustancias asi como
para la depuracidn de sustancias de desecho y téxicos, ademas participa en la
regulacion de procesos importantes para el mantenimiento de la homeostasis del
organismo, sin un sistema cardiovascular optimo y funcionante los sistemas del
organismo comienzan a deteriorarse y a morir. (Berne y Levy., 2009; Towbin et al.,

1999).

Esta ampliamente estudiado el efecto que provocan las hormonas tiroideas sobre el
sistema cardiovascular y se ha resaltados en multiples trabajos la importancia de
las hormonas tiroideas para el correcto funcionamiento del sistema cardiovascular,
ademas se ha descrito algunas caracteristicas del efecto de los niveles
anormalmente disminuidos en el caso del hipotiroidismo o niveles incrementados de
hormonas tiroideas como en el hipertiroidismo y como estas modificaciones en la
cantidad de hormona circulante ejercen efectos caracteristicos sobre el sistema
cardiovascular por lo tanto se ha determinado que las hormonas tiroideas son

indispensables para el correcto funcionamiento del sistema cardiovascular y
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alteraciones en ellas pueden ejercer cambios metabodlicos que traeran un fuerte
impacto sobre la homeostasis hemodinamica. (Cini et al., 2009; Carrillo-Sepulveda

et al., 2010; Ojama et al., 2000; Alexband et al., 2010; Moulakakis et al., 2007).

A nivel cardiaco se han evidenciado varios efectos de las hormonas tiroideas tienen
sobre las células de musculo liso vascular, sus proteinas contractiles y sobre el
tejido conectivo asociado, ademas de ejercer efectos sobre su regulacion intrinseca
y extrinseca propia. Los incrementos anormales de las hormonas tiroideas traeran
cambios moleculares sobre la mecanica del corazon, por mencionar algunas
modificaciones, produce cambios en las isoformas de las fibras de miosina que van
a mejorar la capacidad contractil del corazén aumentando su velocidad de
contraccion. Ademas, incrementa la velocidad de relajacion cardiaca modulando la
bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico tipo 2 (SERCaZ2) y también modulando
la bomba sodio-potasio ATPasa y el receptor de rianodina. También aumenta la
sensibilidad a factores endégenos como la adrenalina y ademas puede aumentar la

frecuencia cardiaca. (Ojamaa et al., 2000; Axelband et al., 2010; Brix et al., 2011).

1.3.1. Efecto de las hormonas tiroideas en la aorta.

Ademas de los efectos cardiacos las hormonas tiroideas también produce efectos
sobre los vasos sanguineos. Las HTs, tienen la capacidad de aumentar la relajacion
vascular y disminuir la contractilidad vascular. Algo muy caracteristico en los

estados hipertiroideos condicionando una disminucidon de las resistencias
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vasculares periféricas, este efecto es atribuida a la sintesis de 6xido nitrico (ON) por
parte del endotelio y a través de la activacion de la via de sefalizacion fosfatidil-
inositol 3 cinasa/Proteina cinasa B (PI3K/Akt). Sin embargo, también se ha
demostrado que el sistema renina angiotensina aldosterona juega un papel
importante en la regulacion de la funcion vascular e incluso esta caracteristica ha
sido reportada en los estados hipertiroideos, como un aumento marcado de la
presencia de receptores AT2 (AT2R). (Galli et al., 2010; Carrillo-Sepulveda et al.,

2010, Carrillo-Sepulveda et al., 2013).

También se ha reportado una proliferacion de células musculares lisas debido a los
incrementos anormales de las hormonas tiroideas mediadas por la via de
sefalizacion proteina cinasa activada por mitogeno/ cinasa regulada por sefial
extracelular (MAPK/ERK). Estos mecanismos actuan modificando la estructura y
generando remodelacién de la pared aortica, sin embargo, las modificaciones
funcionales que acompafan estos cambios no estan totalmente establecidas y

siguen en investigacion. (Wangy Sun., 2010).

1.3.2. Via de seinalizacion PISK/AKT/mTOR

El fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) es reclutado a la membrana gracias a dominios
Src Homology 2 (SH2) que es sensible a la fosforilacion de residuos de tirosinas,
que ha sido reportado ser activado por las hormonas tiroideas a partir de receptores

de hormonas tiroideas beta (TRB1), presentes en el citoplasma o en la membrana.
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El PI3K posee una porcion reguladora conocida como proteina 85 (p85) y una
porcidn catalitica conocida como pi 10, responsable de transferir el grupo fosfato del
fosfatdil inositol 4,5 difosfato (PIP2), la proteina PTEN es la principal reguladora
negativa en este punto y evita el reclutamiento de la proteina cinasa B (Akt o PKB),
la cual es dependiente de la previa activacion por PI3K, esto sucede gracias a la
interaccion con la porcion reguladora de AKT la porcion homologa de plectrina. Una
vez activa AKT regula la diferenciacidon, migracion y proliferacion celular. Se han
reportado que puede viajar del citoplasma al nucleo es decir una interaccion entre
efectos no gendmicos y efectos gendmicos, activando factores de transcripcidon
como Factor nuclear kB (NF-kB), Factor inducible por hipoxia (HIF-la) y Elemento
de respuesta de unién a cAMP (CREB). La activacion de HIF-1a junto con el gen
ZAKI 4 y en algunos tejidos como corazén se ha descrito regula la presencia del
glucotransportador tipo 1 (GLUT 1) generando un aumento de receptores tipo
insulina, ademas, el AKT una vez activada puede generar la regulacion de otras
moléculas como el mMTOR. al ser activado el mMTOR activa a su vez a la proteina de
union del factor de iniciacion de la traduccidn eucariotico 4E (4E-BP1) y al factor de
elongacion eucariodtico tipo 2 (eEF2), el 4E-BP1 ejerce un efecto regulador sobre la
produccion de proteinas inhibiendo al factor de iniciacion de célula eucariota 4E
(elF4E). Ademas, la cinasa S6 (p70S6K), son también reguladores en la accién del
mTOR al activar a la subunidad 40 S ribosomal, y permitir la traduccidén del RNA
mensajero (MRNA) en sentido 5°- 3" para la generacion de nuevas proteinas.

(Ojama., 2010; Dauvis et al., 2008).
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1.3.3. La via de senalizacion PI3K/Akt acciéon sobre vasos sanguineos.

Recientes estudios han descrito relajacion independiente de endotelio producido por
las hormonas tiroideas, el 6xido nitrico (ON) posee la capacidad de actuar sobre las
cadenas ligeras de miosina al activar las fosfatasa de la cadena ligera de miosina y
producir relajacion vascular. Los estudios mencionan esta relajacion independiente
de endotelio debido a la produccidn del 6xido nitrico por las células musculares lisas
de los vasos sanguineos al ser estimulados con T3, aunque el principal efecto
vasodilatador producido por las hormonas tiroideas se debe a un incremento de la
estimulacion de sintasas de oxido nitrico endotelial y neuronal. También se ha
reportado que el musculo liso es capaz de sintetizar 6xido nitrico por si mismo, este
efecto sobre las células musculares lisas por parte de las hormonas tiroideas se ha
asociado a efectos no genomicos principalmente la activacién de la via PISK/AKT
generando la activacidon y promocion de la sintasa de 6xido nitrico. (Carrillo-

Sepulveda et al., 2010).

1.3.4. Alteraciones de Akt en algunos tejidos.

La Proteina cinasa B (Akt) es una proteina de la familia de las Serina/Treonina
cinasas y existen 3 isoformas conocidas Akt1, Akt2 y Akt3, tanto la distribucion de
las diferentes subunidades, asi como la activacién y desactivacion de ellas puede
ser tanto fisiolégica como patoldgica y se han implicado a procesos proliferativos

malignos como enfermedades cardiovasculares. La proliferacién de musculo liso
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vascular (VSCM) es un factor importante en la remodelacion vascular ademas de
ser un factor importante en patologias como aterosclerosis, por ejemplo, Akt1 se ha
observado aumentada en casos de proliferacion y migracion celular, pero la
fosforilacion por Akt1 se ha observado disminuida en las células de musculo liso en
casos de ateroesclerosis y ademas se ha observado disminucion de fosfo-Akt2 en
aneurisma aortico, una inhibicion de Akt1 puede disminuir la proliferacion de células
musculares lisas de manera potente. Ademas, se ha observado la presencia de Akt2
en las células de musculo liso vascular y su efecto sobre proliferacion y migracion
celular sin embargo la isoforma predominante en células de musculo liso vascular
es Akt1. La migracion celular mediada por Akt es debido a que esta cinasa puede
polimerizar y dimerizar filamentos intracelulares y modificar filamentos de actina

para promover la migracion celular. (Yu et al., 2015).

1.3.5. Vias de senalizacion MAPK/ERK

Las vias de las proteinas cinasa activada por mitogeno (MAPK) son cascadas
sucesiva de fosforilaciones en orden de tres consecutivas, cada uno con su propia
cinasa asociadas a la membrana y generalmente conllevan a la fosforilacion de la
cinasa regulada por sefal extracelular (ERK), Esta cadena de fosforilaciones puede
ser iniciada por la activacion de un receptor transmembrana de la familia de las
integrinas, el receptor aVB3, el cual es activado por las hormonas tiroideas al portar
subunidades sensibles a T4 y también subunidades sensibles a T3 es decir puede

ser activado por las dos hormonas tiroideas, al ser activado el receptor induce la
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activacion de una cinasa de serina/treonina en la membrana celular misma, se
activa una cascada de activacion de proteinas G monomericas pequefas en orden
consecutivo conocidas como Ras seguida de Raf y la activacion de MAPK y
posteriormente la activacion de ERK 1 y 2, al activarse ERK1 y 2, provoca la
activacién y modulacion de efectores como el p70S6K y factores de transcripcion
como el factor de union upstream (UBF), Elk-1, c-Myc, las proteinas transductoras
de senal y activadores de transcripcion (STATS) y GATA4. Los cuales tienen como
mision la regulacion de la sintesis proteica principalmente para la proliferacion y
crecimiento celular. (Bueno et al., 2000; Davis et al., 2008; Kehat and Molkentin.,

2010).

1.3.6. Efecto de la via MAPK/ERK sobre vasos sanguineos.

La hormona tiroidea T3 induce la produccién de radicales libres a través de la
activacién del receptor tiroideo alfa (TRa1), que a su vez genera la produccion de
estos radicales a través de la proteina homologa gp 91 con la participacion de la
enzima NADPH oxidasa (NOX) y activacién de la MAPK que conllevara a la
activacion de ERK1 y 2 y continuar con la via de sefalizacion a través la activacion
de factores de transcripcion que conllevaran a una proliferacion de células
musculares lisas. (Davis et al., 2008; Wang and Sun., 2010; Kehat and Molkentin.,

2010).
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1.4. Remodelacion vascular.

Por muchos afios se ha definido como remodelacién vascular unicamente a los
cambios en la luz del vaso sanguineo asociados a los cambios morfologicos en el
material celular o extracelular, sin embargo, esto se compara con la forma en la que
los cardidlogos definen remodelacion. Se ha propuesto que el termino remodelacion
sea utilizado en situaciones donde los cambios estructuralmente determinados en
la luz del vaso sanguineo sean clasificados como interior (“inward”) o exterior
(“outward”) dependiendo si el proceso de remodelacion de como resultado un
aumento o decremento respectivamente del diametro. Ademas, la remodelacion
puede resultar en aumento, mantenimiento o decremento de cantidad de material
celular y extracelular lo que subclasificaria la remodelaciéon como hipertrofia, eutrofia

o hipotrofia respectivamente. (Mulvani., 1999).

Una de las principales negativas con esta clasificacion es que no provee al lector de
la informacion acerca de los cambios funcionales de importancia que debemos de
considerar tales como la luz del vaso sanguineo, la tunica media, el area de seccion
transversal, y la relacién entre luz del vaso y media. Ademas, otro punto que se
debe considerar es el tiempo al que el vaso sanguineo esta sometido a estimulos

externos anormales para que genere esta remodelacion. (Mulvani., 1999).

Se cree que el papel principal de la remodelacion vascular lo tienen las células del

musculo liso, ademas de ser las células mas abundantes en la tunica media de los
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vasos sanguineos, cumplen una funcion muy importante resistiendo las
modificaciones mecanicas producidas en la luz del vaso como tal. Ademas los vasos
sanguineos gracias a su capacidad contractil regulan la presion arterial, ante estos
estimulos repetitivos y competitivos, provocan cambios celulares, extracelulares y
moleculares para poder responder a estos estimulos, en el caso de la edad la aorta
se calcifica por lo tanto disminuye la capacidad de distension de los vasos lo que
trae como consecuencia el aumento de presién, esto ocurre parecido en la
hipertension arterial aislada provocando una hipertrofia vascular ante estos

estimulos. (Lacolley et al., 2012).

Los grandes vasos sanguineos poseen la caracteristica de ser muy elasticos esto
les da la capacidad de cumplir su funcién de distenderse captar volumen sanguineo
y después tener un retroceso elastico y regresar a su estado original lo que le
permite actuar como filtro hidraulico al utilizar la energia potencial acumulada
durante la sistole y la distencion provocada por esta y transformarla en energia
cinética para permitir un flujo relativamente continuo de la sangre. (Cheng et al.,

2012)

La remodelacion vascular es un proceso activo, generalmente adaptativo, de
cambios estructurales que involucran al crecimiento, muerte, proliferacion y
migracion celular y a la produccion o degradacion de sustancias de la matriz

extracelular arterial, lo cual es regulado dinamicamente por la interaccion de
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factores de crecimiento, sustancias vasoactivas y estimulos hemodinamicos. La
hipertension arterial provoca en los vasos de resistencia un engrosamiento de su
pared, disminuyendo la luz de los vasos, mientras que en las arterias menores la
alteracion no involucra al crecimiento vascular ni a la hipertrofia de las células
musculares lisas, sino que puede deberse al remodelado de las paredes arteriolares
o0 cambio en su funcion. Esta nueva disposicion de la estructura arteriolar se
denomina “remodelado eutrofico” y es responsable, al menos en la rata hipertensa,
de todos los cambios vasculares de la enfermedad. El sistema renina-angiotensina
juega un papel fundamental en la HTA y en otras enfermedades cardiovasculares.
La angiotensina Il es también muy importante en la génesis de la hipertrofia cardiaca
y, sintetizada localmente, es un importante modulador de la funcion y de la

estructura tisular. (Cheng et al., 2012, Schiffrin et al., 2007).

1.4.1. Relacion entre remodelaciéon vascular y hormonas tiroideas

Se ha establecido que el hipertiroidismo y el hipotiroidismo que provocan
modificaciones cardiovasculares importantes y ambos pueden provocar una
patologia cardiovascular acelerada, el hipertiroidismo se ha vinculado con un
aumento hemodinamico y se ha asociado a un estado de insuficiencia cardiaca
mientras que el hipotiroidismo es clasicamente relacionado con ateroesclerosis por
alteracion en el metabolismo de lipidos, en los estudios mas recientes se ha
vinculado a la hormona tiroidea con efecto anti-ateroescleréticos por la produccion

de Oxido nitrico siendo responsable las células endoteliales principalmente y
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también se ha vinculado con proliferacion de células musculares lisas en vasos
sanguineos, en general el hipertiroidismo se ha descrito, provoca datos de
relajacion vascular, angiogénesis y un efecto anti-ateroesclerético estos datos

podrian sugerir relacionarse con remodelacion vascular (Ichiki., 2016).
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2. Antecedentes y Justificacion.

Las hormonas tiroideas (HTs), 3, 5, 3 ', 5' tetrayodo-L-tironina (T4) y 3, 5, 3' triyodo-
L-tironina (T3), tienen efectos relevantes fisiologicos y patolégicos sobre el sistema
cardiovascular (Klein y Ojamaa, 2000; Fazio y Palmieri, 2005; Kahaly y Dillmann,
2005; Lervasi y Nicolini, 2013). Las HTs ejercen sus efectos por mecanismos
gendémicos (esto es, enlazandose a los receptores nucleares tiroideos y regulando
la transcripcion génica) o a través de mecanismos no genomicos definidos,
simplemente, como aquellos iniciados por fuera del nucleo celular (Davis et al.,
2008; Cheng et al., 2010). No obstante, un numero importante de vinculos ha sido
actualmente reconocido entre las acciones no genomicas y gendmicas de las HTs
(Cheng et al., 2010). Los incrementos anormales en los niveles de HTs - observados
en el hipertiroidismo - causan dafo cardiovascular importante. El hipertiroidismo es
caracterizado por un estado cardiovascular hiperdinamico con gasto cardiaco
incrementado (GC) y disminuida resistencia vascular periférica (RVP) (Klein y
Ojamaa, 2000; Fazio y Palmieri, 2005; Kahaly y Dillmann, 2005). Progresivamente,
el hipertiroidismo conduce a remodelacién cardiaca y vascular (Dillmann, 2010;

Ojamaa, 2010; Luidens et al., 2010).

La evidencia experimental reciente, ha llevado a definir el crecimiento cardiaco en
respuesta a las HTs como hipertrofia fisiologica (Ojamaa, 2010; Dillmann, 2010).
Las vias de sefalizacion de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)/proteina-cinasa B

(Akt) y proteina-cinasa activada por mitégenos (MAPK)/cinasa regulada por sefal
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extracelular (ERK) han sido implicadas en los efectos cardiacos (Dillmann, 2010;
Ojamaa, 2010) y angiogénicos (Luidens et al., 2010) de las HTs. Selectos estudios
experimentales han demostrado que las HTs rapidamente activan la ruta de
sefalizacion Akt/mTOR, proporcionando proteccion celular, y aumento de la sintesis
de las proteinas contractiles y enzimas metabdlicas normales, en el corazén
(Kennessey y Ojamaa, 2006; Kuzman et al., 2005, 2007). También hay informacion
que muestra que los cambios inducidos por la HTs en el crecimiento de los
cardiomiocitos, involucran el aumento en la actividad de la via de sefalamiento
MAPK/ERK (Wakatsuki et al., 2004; Pantos et al., 2007). No obstante, una situacion
mixta fue propuesta por la evidencia que establece que las HTs tienen un efecto
inhibitorio sobre la via Raf-1/ERK, que depende de la activacion previa de la via
P13K/Akt, lo cual ocasiona hipertrofia del miocardio adaptativa experimental (Suarez

et al., 2010).

Es particularmente interesante que la activacion por las HTs de las vias de
sefnalizacion PI3K/Akt y MAPK/ERK en el corazén, ha sido asimismo descrita en las
células endoteliales y musculares lisas de la aorta; sin embargo, a la via PI3K/Akt
se le ha relacionado con el proceso de relajacion vascular inducido por las HTs,
mediado por la enzima sintasa de oxido nitrico, con origen en células aorticas
endoteliales bovinas (Hiroi et al., 2006) o musculares de rata (Carrillo-Sepulveda et
al., 2010); y a la via MAPK/ERK se le ha vinculado con la capacidad de la T3 (previa
regulacion ascendente de la oxidasa mitogénica NOX1) para inducir proliferacion de

las células musculares de la aorta de rata (Wang y Sun, 2010). (Las especies
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reactivas de oxigeno generadas por la NOX1 sirven como sefales intracelulares que
activan moléculas de sefializacion, entre ellas las MAPK, que conducen a la
proliferacion celular.) En conjunto, estos estudios sefialaron que las HTs pueden
activar las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK en células aodrticas, pero la relacién entre la
activacion de estas vias y la remodelacion vascular in vivo es desconocida.
Consideramos que las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK vinculadas con crecimiento,
diferenciacion, migracién y proliferacion celulares pueden, en funcion del tiempo de
su activacion por las HTs, estar involucradas en el desarrollo de remodelacion de la
pared vascular. Al respecto, la informacion que permita establecer de manera
comparativa, la evolucion temporal de la activacion, o inactivacion, de ambas vias
(PI3K/Akt y MAPK/ERK) durante la generacion y mantenimiento de la remodelacion
vascular por las HTs, es escasa e inconsistente. Nosotros estamos interesados en
aportar informacion sobre la evolucion de la actividad de las vias mencionadas en

las aortas, en las fases iniciales de desarrollo del hipertiroidismo en ratas.
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3. Hipétesis.

Las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK vinculadas con crecimiento, diferenciacion,
migracion y proliferacion celulares pueden, en funcién del tiempo de su activacion

por las HTs, estar involucradas en el desarrollo de remodelacion de la pared adrtica.

4. Objetivo.
Caracterizar la evolucidon temporal (temprana) de las modificaciones estructurales y

funcionales mecanicas, correlacionandolas con la expresion de las proteinas Akt y

ERK1/2, de las aortas de ratas con hipertiroidismo.

5. Objetivos particulares
1) Confirmar el estado hipertiroideo de las ratas midiendo su masa corporal y los

niveles plasmaticos de las hormonas tiroideas.

2) En las aortas toracicas aisladas de ratas con hipertiroidismo de 1, 3 y 10 dias de

evolucion:
- Estudiar los cambios histolégicos y morfométricos.

- Caracterizar las respuestas contractiles inducidas por el agonista adrenérgico au,

fenilefrina.

- Determinar la expresion molecular de las proteinas Akt y ERK.
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6. Materiales y métodos.

Los procedimientos realizados en animales de experimentacién utilizados para la
elaboracion de esta tesis, cumplen con los requerimientos que en la materia
determina la NOM-062-Z00-1999 Especificaciones técnicas para Ila
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, SAGARPA; y la guia
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, NATIONAL RESEARCH

COUNCIL.

6.1. Condiciones generales de trabajo

Se utilizaron ratas wistar machos con un peso de 250 a 300 gramos, de 10 a 12
semanas de vida, se mantuvieron en un cuarto aislado con control de humedad y a
una temperatura estable, se mantuvieron sometidas a ciclos de luz oscuridad normal

de 12X12 horas con acceso a agua y comida libremente (ad libitum).
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6.2. Induccién del hipertiroidismo

La induccion al hipertiroidismo fue mediante inyecciones de hormona tiroidea, 3,
5,3" Triyodotironina en dosis de 500 pg/Kg/dia, la cual estaba disuelta en solucion
salina alcalina, que contiene solucion salina al 0.9% con hidroxido de sodio (NaOH)
al 0.1N, fue administrada diariamente por via subcutanea (SC) y se hicieron cortes
temporales para generar los grupos de estudio para el protocolo. Al primer dia de
tratamiento (T314), al tercer dia de tratamiento (T33q) y al décimo dia de tratamiento
(T3104). Adicional a esto se formaron grupos control administrando la solucién
vehiculo por via subcutanea, de solucién salina alcalina (solucion salina 0.9% con
NaOH al 0.1N) diariamente, creando los mismos grupos temporales al primer dia de
administracion (V14), al tercer dia de tratamiento (V3q) y al décimo dia de tratamiento
(V10d). Los experimentos fueron realizados 24 horas posteriores a la ultima

administracion de T3 o Vehiculo.

Se crearon los siguientes grupos de estudio.

1 dias(V1a)

Control 3 dias(Vsa)

10 dias(V1oa)

6
grupos

1 dias(T314)

Hipertiroideas 3 dias(T3sa)

AN /N

10 dias(T3104)
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6.3. Cuantificacion de hormona tiroidea para asegurar el estado
hipertiroideo.

Como punto final, las ratas de los grupos experimentales antes mencionados fueron
anestesiadas y sometidas a una toracotomia para visualizar el corazon, posterior a
esto se utilizé una jeringa hipodérmica de 10ml. para ingresar directamente en la
auricula derecha y tomar la suficiente sangre para el estudio, la sangre fue
inmediatamente centrifugada a 3200 revoluciones por 15 minutos para separar los
componentes celulares de la sangre, se obtuvieron alicuotas de al menos 3 ml. de
suero y fue almacenado a -20°C hasta el dia en que se realizé el estudio, cuando
se obtuvieron todas las muestras de todos los grupos experimentales, se realizo la
cuantificacion de hormonas tiroidea T3, T4, sus fracciones unidas a proteinas vy
libres, ademas de TSH, el analisis se realizé por quimioluminiscencia convencional,

el cual esta disponible comercialmente.

6.4. Valoracién de variables fisiolégicas por medio del modelo 6rgano
aislado.

Las ratas utilizadas para el modelo de 6rgano aislado también fueron tratadas de
acuerdo a los grupos de experimentacidon ya mencionados, estas ratas se les
administro pentobarbital sédico por via intraperitoneal (i.p.) en dosis de 50 mg/Kg
hasta lograr el plano profundo de anestesia, una vez anestesiadas, fueron
sacrificadas por decapitacion utilizando una guillotina, se realizé rapidamente una

toracotomia bilateral para dejar al descubierto los érganos de la caja toracica, la
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aorta toracica fue extraida y sumergida en solucion de Krebs-Bicarbonato (SKB)
cuidadosamente para evitar dafar el endotelio vascular, para el caso de los
experimentos con endotelio, una vez en la solucién de Krebs la aorta fue limpiada
de tejido conectivo y cortada transversalmente en anillos de 4 a 5 mm. En otros
experimentos sin endotelio el endotelio fue retirado mediante la frotacion del interior
del vaso sanguineo con una pinza pequefa de manera cuidadosa para evitar dafar
la capa muscular. Los anillos aorticos para ambos casos fueron colocados en
camaras de érgano aislado los cuales contenian 10ml. de solucion de Krebs-
Bicarbonato. Ademas de estar regulados con un bafio constante externo de agua
caliente a una temperatura constante de 37°C a un pH de 7.4 y con un constante
burbujeo de gas carbdgeno (con 95% O2y 5% COz2). Para establecer un nivel basal
de tension isométrica los anillos aorticos fueron sujetos con ganchillos de acero
inoxidable uno inferior e interno a la camara de 6rgano aislado fijo a él y otro superior
el cual se conecta a un transductor de tension (MP 100, Biopac Systems, Inc.;
California, USA) que a su vez esta conectado a un sistema de adquisicion de datos
que contiene un software especifico para el registro de tensién AcqKnowledge
(MP100WSW, Biopac Systems, Inc.). Todos los anillos adrticos fueron sometidos a
un periodo de estabilizacion, estableciendo un estado isométrico con una tension
inicial de 2 gramos, posterior a esto se administro directamente a la camara de
organo aislado una sola administracién de fenilefrina de 1x10-°M, hasta llegar al
grado maximo de contraccion y obtener una meseta lavando posteriormente con
solucion de Krebs-bicarbonato, hasta llegar al grado basal, este procedimiento se
repitid por tres ocasiones y en la tercera ocasion se administrd acetil colina en

concentracion de 1x10%M directamente a la camara una vez alcanzado el estado

43



de meseta, hasta ver el grado maximo de relajacion, se consider6 anillos con
endotelio aquellos que presentaron una relajacion =270% con y sin endotelio

aquellos que tuvieron <20% de relajacidon con respecto a la meseta.

6.5. Disefio experimental

6.5.1. Curvas acumulativas concentracion-respuesta contractil a
fenilefrina (agonista alfal adrenérgico).

Las aortas toracicas obtenidas de las ratas tratadas con T3 y con vehiculo de
acuerdo a los grupos experimentales antes mencionados. Tanto en experimentos
con endotelio y sin endotelio se realizaron curvas acumulativas concentracion-
respuesta contractil a fenilefrina que es un agonista selectivo a receptor adrenérgico
a acoplado a proteinas G, posterior al periodo de estabilizacion al llegar al grado
basal y mantenerlo estable por 30 minutos, se administraron dosis crecientes
consecutivas y sin efectuar lavados (acumulativas) de fenilefrina en concentracion

de 1x10°M hasta 1x104M.
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6.6. Estudio histologico valoracion de variables morfométricas.

Ratas de los grupos de experimentacion ya mencionados, (T314, T334, T310d, V14,
Vad y V1od), fueron anestesiadas y sacrificadas por método de decapitacion con
guillotina, se realiz6 una toracotomia y se extrajo su aorta toracica, esta es colocada
en solucion de Krebs y limpiada de tejido conectivo, posteriormente se coloca en
frascos con solucion de formaldehido al 4% diluido en solucién salina al 0.9% para
ser fijado, después se colocan las aortas en canastillas de parafinado y se procede
a realizar una deshidratacion colocando las aortas directamente en alcoholes de
menor concentracion hasta mayor concentracidon de la siguiente manera durante 1
hora en cada concentracion: 70%, 80%, 90%, 96%', 96%?2, al 100%"' y 100%?, al
final se colocan en xileno absoluto, posterior a esto las aortas ya deshidratadas
pasan al proceso de parafinado, las aortas que estan contenidas en canastillas de
parafinado ya deshidratas son sacadas del butanol 2 y colocadas en parafina ya
disuelta en un horno de temperatura constante a 56°C, pasa por 2 bafos de
parafinado (Paraplast 1 y 2) cada uno por dos horas, posterior a esto se hacen
cubos de parafina con moldes metalicos cuadrados de una pulgada por una
pulgada, la aorta es extraida de la canastilla de parafinado y colocada en el centro
del cubo de parafina, se dejan ahi hasta que la parafina este completamente fria
aproximadamente 12 a 24 horas. Posterior a esto se realizan cortes con microtomo
de 7 micras y los cortes se colocan en un bafo caliente a 40°C para ser colocados
en portaobjetos alrededor de 3 o 4 cortes por laminilla, posterior a esto se pasa a
realizar tinciones. Se realizaron 3 tinciones, Hematoxilina-Eosina, Tincion tricromica
de Masson y tincidn de Hart para laminas elasticas. Se colocaron cubre objetos y
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se dejaron secar por al menos una semana. El analisis se realizd mediante
microscopio de alta resolucion el cual se encuentra conectado a una camara digital
(SONY, ExwaveHAD), conectada a su vez a una computadora estandar (sistema

de computadora IBM).

Las variables morfometricas fueron analizadas en un software IMAGE PRO PLUS,
en una computadora IBM estandar. Se realizaron 3 mediciones en campos ubicados
de acuerdo al sentido de las manecillas del reloj por cada anillo rotando el sentido
para evitar sesgos por eleccion de campo y se cuantificaron 3 anillos por cada rata,
se tomo6 un numero de 5 ratas por cada uno de los 6 grupos experimentales (T31d,
T334, T310d, V1d, V3a Y V10d), €sto realizado para cada tincion, los estudios cuantitavos

realizados fueron los siguientes:

Variables Numero de nucleos de células musculares lisas
evaluadas

Grosor de las tunicas intima/media.

Grosor de laminas elasticas

Numero de laminas elasticas

Densidad dptica de las laminas elasticas

Numero de discontinuidades
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Esquema 4: tinciones realizadas:

Rehidratacion
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6.7. Determinacidén de las proteinas akt, pakt, erk1/2 y perk1/2, en las
aortas toracicas de ratas por método de western blot.

Para completar los objetivos propuestos en este estudio se uso la técnica de
Western Blot para el analisis molecular de las proteinas Akt, pAkt, p44/42 MAPK
(ERK1 /2), P p44/42 MAPK (pERK 1 /2) se utilizé las aortas provenientes de ratas

tratadas y sus respectivos controles (T31d, T33d, T310d, V1d, V3d ¥ V10d).

Las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacidén. Se extrajo la aorta toracica, se
limpi6 de tejido conectivo y se colocd en tubos Eppendorf que contenian 1 ml de
buffer de homogenizado (TRIS 0.1 M a pH 7.4) adicionado con una mezcla de

inhibidores de proteasas (cOmplete Mini y de fosfatasas phosStop Marca Roche).

Los tejidos fueron triturados en un mortero con nitrégeno liquido y luego con un
homogeneizador (Polytron) a 12000 rpm aproximadamente hasta observar que todo
el tejido sea triturado. Las muestras pasaron por un proceso de sonicacion durante
20 minutos a 4°C. Después de esto los tubos fueron centrifugados a 12,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Se toma el sobrenadante y se hacen alicuotas de 100uL
y la pastilla precipitada es desechada. Las alicuotas obtenidas fueron guardadas a
—80 °C en un refrigerador REVCO hasta el momento de realizar los estudios

moleculares.
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Antes de realizar la electroforesis las alicuotas de 100uL se mezclaron con11uL de
buffer de carga el cual fue mezclado con (3-Mercaptoetanol y se colocaron a una

temperatura de 100°C durante 10 min para desnaturalizar las proteinas.

Posterior a esto se realiz6 la determinacion de la concentracion de proteinas por el

meétodo de Lowry con una alicuota de cada muestra.

6.7.1. Electroforesis.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10%. Para todos los geles se sembraron
100pg de proteina utilizando ademas 2.5uL de marcador de peso molecular
PageRuler Thermoscientific. La electroforesis se realizara en un equipo MiniProtean

tetra cell de Bio-Rad a 88V por un periodo de 2 horas 30 minutos

6.7.2. Transferencia

Al terminar la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
(Inmobilon-P) empleando un sistema semiseco trans-blot SD Electrophoeric
Transfer Cell de Bio-Rad. Las membranas (5 cm x 7.5 cm) previamente se activan
exponiéndolas a MeOH a 4°C durante al menos 5 minutos, para después pasarlas
con buffer de transferencia suficiente para que queden completamente humedas.

De igual forma en un recipiente se humedecen papeles de filtro (2 filtros por cada
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membrana), en buffer de transferencia a 4°C. Terminada la electroforesis, se coloco
uno de los papeles filtro sobre la base del equipo de transferencia, la cual
corresponde a la parte del anodo. Sobre el papel filtro se colocoé la membrana de
PVDF, luego el gel de poliacrilamida y por ultimo se colocé el otro papel filtro,
procurando no dejar burbujas entre ambos. Finalmente se coloca la tapa la cual
funciona como el catodo del sistema. Las condiciones de trasferencia fueron de 21V

durante 50 minutos.

6.7.3. Bloqueo de membranas e incubacion con anticuerpos.

Una vez terminada la transferencia, se retiraron las membranas y se colocaron con
una solucién de albumina sérica bovina al 5% durante 2 horas a temperatura
ambiente en agitacion constante. Posteriormente las membranas se incubaron
durante toda la noche en agitacién constante a 4°C con TBST de manera separada

con los siguientes anticuerpos:

» Akt1(62kDa)- Anti Akt rabbit monoclonal IgG, dilucién 1:2000

» B-Actina (43kDa)-Anti B-Actina goat policlonal IgG a una dilucion 1:3000.

> p44/42MAPK (Erk1/2) (44-42kDa)-Anti ERK rabbit monoclonal IgG a una
dilucion 1:2500.

» P p44/42MAPK (Erk1/2) (44-42kDa)-Anti pERK rabbit monoclonal IgG a una
dilucion 1:4000.

o Marca Cell Signalling Technology
» pAkt1 (62kDa)- Anti pAkt rabbit policlonal IgG a una dilucion 1:400.

o Marca Santa Cruz Biotechnology
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Al dia siguiente se lava 3 veces con TBS-T durante 10 min, cada lavado, y se le
agrega el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora en agitacién
constante a temperatura ambiente. Para Akt, y pErk se utiliza antirabbit a una
dilucion de 1: 15,000 (Invitrogen), Para pAkt, Erk se utiliza antirabbit a una dilucién
de 1: 10,000 (Invitrogen) y para B-Actina se utilizd6 antigoat a una dilucion de 1:
10,000 (Invitrogen). Al término de esto se repitieron 3 lavados con TBST durante 10

minutos cada lavado y se realiza el revelado.

6.7.4. Revelado mediante quimioluminiscencia.

Las membranas se incubaron con el sustrato de quimioluminiscencia (luminol),
posteriormente se colocan dentro de un casete de revelado, en presencia de una
pelicula Amersham Hiperfilm ECL, la exposicién se realiza a diferentes tiempos
segun la proteina de interés. Para el revelado de la pelicula se emplea una solucién
reveladora (Kodak); luego un bafio de paro (Agua) y finalmente una solucion fijadora
(Kodak). Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner ScanJet 3200C. La
lectura de las bandas se determiné empleando un software de analisis de imagenes
(Quantity One 1-D Image Analysis Sofware, Bio-Rad) donde se hizo un analisis
densitométrico y se normalizé con la intensidad de la B-Actina (control de carga) por

medio de la siguiente formula:

indice= Densidad de la Proteina / Densidad de B-actina.
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7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de
una via simple, de una via de medidas repetidas y de dos vias con sus pruebas post
hoc Tukey o Bonferroni respectivamente, en los datos que lo permitieron, en un
software Gradphad Prism version 6, considerando como significancia estadistica a

una p<0.005.
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8. Resultados.

El tratamiento con T3 ocasiond pérdida de masa corporal e incremento de
T3 sérica en las ratas. La masa corporal de las ratas tratadas con T3 fue
significativamente menor - a partir del segundo, hasta el décimo dia - que la de
las ratas controles temporales (figura 1). También, las ratas tratadas con T3
redujeron la masa corporal y las tratadas con vehiculo la aumentaron, a partir
del segundo dia, en comparacion con sus valores respectivos al inicio de los
tratamientos (dia O; figura 1). Los niveles séricos de T3 total y libre aumentaron, y
los de T4 total y libre disminuyeron, significativamente, en las ratas T314, T334 y
T3104 €n relacidén respectiva con los grupos V14, Vada ¥ V1od (figura 2). En las ratas
T310d, Sin embargo, las concentraciones séricas de T3 total y libre disminuyeron
de forma significativa en comparacion con los valores de los grupos T314 ¥ T334

(figura 2).
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Figura 1. Valores de masa corporal de ratas tratadas con triyodo-L-tironina (T3) o
con vehiculo (V). El hipertiroidismo agudo fue inducido mediante la inyeccién
subcutanea diaria de T3 (500 pg/kg, en solucion de 0.5 mM NaOH en 0.9% de NaCl)
por 10 dias. Los animales controles fueron inyectados diariamente con el vehiculo
(V, 0.1 ml/100g) durante 10 dias. Los datos representan las medias + EEM (n = 10-
22). *P < 0.05 T3 vs. V (ANOVA dos vias). #P < 0.05 vs. T3 dia 0, 4P < 0.05 vs. V

dia 0 (ANOVA medidas repetidas).
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Figura 2. Comparacion de los valores de las hormonas triyodo-L-tironina (T3, total y
libre) y tetrayodo-L-tironina (T4, total y libre) de ratas tratadas mediante inyeccion
subcutanea diaria con T3 (500 pg/kg) por 1 (T314), 3 (T334) y 10 (T3104) dias o
vehiculo (V; NaOH 0.5 mM, 0.1 ml/100g) por 1 (V14), 3 (V3d) y 10 (V10d) dias. Los
datos son las medias + EEM (n = 4). *P<0.05 vs. V respectivo en el tiempo; #P<0.05

vs. T314 0 T334. (ANOVA una via).
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8.2. Depresion de las respuestas contractiles del agonista adrenérgico
a1, fenilefrina, en tejidos aérticos obtenidos de ratas tratadas con
T3.

El tratamiento con T3 por tres y diez dias, disminuyé de manera significativa las
respuestas contractiles inducidas por la fenilefrina en anillos adrticos con y sin
endotelio, en relacion con los correspondientes resultados obtenidos con los grupos
de ratas Vsa y Viod (figuras 4 y 5). El tratamiento T314 no modificé significativamente
las respuestas contractiles de la fenilefrina en anillos aorticos con (figura 3A) y sin
(figura 3B) endotelio, en relacion con los respectivos controles. Las CACR para la
fenilefrina en los anillos aédrticos de las ratas T314, y de las ratas V14, fueron
claramente desplazadas hacia la izquierda con la denudacion del endotelio (figura
3C).Cuando se confrontaron las curvas concentracion-respuesta de la fenilefrina en
anillos aorticos con y sin endotelio de los grupos T334 0 T310d4 por una parte, y Vag 0
V104 por otra (figuras 4C y 5C), se observo que la actividad contractil en los anillos
sin endotelio fue similar a la de los tejidos con endotelio en los grupos T334 y T310d,
y significativamente mayor en los grupos Vad y V1od. Cabe hacer notar que en los
grupos T334 y T310d, las CACR de la fenilefrina en los anillos aérticos sin endotelio
no solamente no difirieron de las obtenidas en los anillos adrticos con endotelio, sino
también continuaron francamente deprimidas en comparacion con los controles
respectivos Vsd 0 Viod (figuras 4C y 5C). Es decir, la presencia del endotelio — en
particular de un aumento de su funcion inhibidora del tono vascular - no es el factor
determinante que permita explicar la depresion de las respuestas contractiles de la

fenilefrina en los anillos adrticos de las ratas T3sd y T310d (ver Discusion).
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Figura 3. Comparacion de las curvas acumulativas concentracion-respuesta de
fenilefrina en segmentos anulares de aortas con endotelio intacto (Endo +) y
denudado (Endo -) provenientes de ratas tratadas por via subcutanea con triyodo-
L-tironina (T3, 500 pg/kg) un dia (T314) 0 con vehiculo (V, NaOH 0.5 mM, 0.1
ml/100g) un dia (V1d4). Se compararon las curvas concentracion-respuesta de la
fenilefrina de la siguiente forma: (A) T314 (Endo +) vs. V14 (Endo +); (B) T314 (Endo
-) vs. V14 (Endo -); (C) T314 (Endo +) vs. T314 (Endo -), y V1d (Endo +) vs. V14 (Endo
-). Las respuestas contractiles representan gramos de tensién desarrollada. Los
datos son las medias + EEM (n = 16-24). *P<0.05 V14 (Endo +) vs. V14 (Endo -);
#P<0.05 T314 (Endo +) vs. T31d (Endo -). (ANOVA dos vias).
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Figura 4. Comparacion de las curvas acumulativas concentracién-respuesta de
fenilefrina en segmentos anulares de aortas con endotelio intacto (Endo +) y
denudado (Endo -) provenientes de ratas tratadas por via subcutanea diariamente
con triyodo-L-tironina (T3, 500 pg/kg) por 3 dias (T334) 0 con vehiculo (V; NaOH 0.5
mM, 0.1 ml/100g) por 3 dias (Vsd). Se compararon las curvas concentracion-
respuesta de la fenilefrina de la siguiente forma: (A) T334 (Endo +) vs. Vad (Endo +);
(B) T334 (Endo -) vs. Va4 (Endo -); (C) T334 (Endo +) vs. T334 (Endo -), y Vaa (Endo
+) vs. Vada (Endo -). Las respuestas contractiles representan gramos de tension
desarrollada. Los datos son las medias + EEM (n = 16-24). *P<0.05 T334 (Endo +)
vs. Vad (Endo +); #P<0.05 T334 (Endo -) vs. V3¢ (Endo -); ¥P<0.05 V34 (Endo +) vs.
V3d (Endo -). (ANOVA dos vias).
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Figura 5. Comparacion de las curvas acumulativas concentracién-respuesta de
fenilefrina en segmentos anulares de aortas con endotelio intacto (Endo +) y
denudado (Endo -) provenientes de ratas tratadas por via subcutanea diariamente
con vehiculo (V; NaOH

0.5 mM, 0.1 ml/100g) por 10 dias (V1o0d). Se compararon las curvas concentracion-

con triyodo-L-tironina (T3; 500 pg/kg) por 10 dias (T3104) O

respuesta de la fenilefrina de la siguiente forma: (A) T310d (Endo +) vs. V1od (Endo
+); (B) T310d (Endo -) vs. V1oa (Endo -); (C) T310d4 (Endo +) vs. T3104 (Endo -), ¥y V1od
(Endo +) vs. V1iod (Endo -). Las respuestas contractiles representan gramos de

tensién desarrollada. Los datos son las medias + EEM (n = 16-24). *P<0.05 T310d
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(Endo +) vs. Viod (Endo +); #P<0.05 T310d (Endo -) vs. Vi1od (Endo -); ¥P<0.05 V104
(Endo +) vs. V1od (Endo -). (ANOVA dos vias).

8.3. Modificaciones histomorfométricas ocasionadas por el tratamiento
a corto plazo con T3.

Las secciones tefiidas con H-E de los grupos controles mostraron las tres tunicas
tipicas de la aorta toracica: la tunica intima, constituida por el endotelio, una lamina
basal y una capa conjuntiva sub-endotelial; la tunica media, compuesta por fibras
musculares lisas dispuestas de forma concéntrica, fibras elasticas y fibras de
colageno; y la tunica adventicia, formada por tejido conjuntivo laxo organizado con

fibroblastos y colagena (figura 6).

Figura 6. Seccion histoldgica representativa de la pared de la aorta toracica de la
rata, tefida con hematoxilina y eosina (x40). Tunica intima (TI), células endoteliales
("), tdnica media (TM), laminas elasticas (e — ), nucleos de células musculares

lisas (n), tunica adventicia (TA).
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Todas las ratas de los grupos hipertiroideos presentaron alteraciones en la
organizacion de los nucleos de las células de musculo liso de la tunica media. En
los cortes de las aortas de las ratas tratadas con vehiculo (V14, V3d, V1od), los nicleos
de las células musculares lisas muestran una acomodacion caracteristica en serie,
con su eje mayor paralelo a las laminas elasticas (figura 7), mientras que en los
cortes de las aortas de ratas tratadas con hormona tiroidea (T314, T334, T310d), €S€
orden se pierde: los nucleos cambian su orientacion en relacion con las laminas

elasticas, incluso sobreponiéndose unos con otros (figura 7).

61



Figura 7. Comparacion de las secciones histolégicas tefiidas con hematoxilina y eosina (x40), representativas de las
paredes de las aortas toracicas de los grupos de ratas tratadas con triyodo-L-tironina (T3; 500 pg/kg/dia, s.c.) por 1 (T314),
3 (T334) y 10 (T310d) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM; 0.1 ml/100g, s.c.) por 1 (V1d), 3 (Vad) y 10 (V10d) dias. En

particular, se sefialan los nucleos de las células de musculo liso (= ) presentes en la tunica media.
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Las secciones tefiidas con la tincion de Hart, mostraron el arreglo de las laminas
elasticas de los diferentes grupos estudiados (figura 8). En los cortes de las aortas
de las ratas controles (V14, V34, V10d), las [aminas elasticas se presentaron continuas
y paralelas unas con otras, y cada lamina elastica se observé compacta y lineal,
mientras que en los cortes de las aortas de ratas tratadas con hormona tiroidea
(T314d, T334, T3104), las laminas elasticas perdieron la definicidn precisa de sus bordes
dispersandose (perdieron compactacion), y en algunos casos se sobrepusieron
unas con otras (figura 8). También fue observado, utilizando la tincion tricromica de
Masson, un aumento significativo del numero de discontinuidades de las laminas
elasticas en las tunicas medias de las aortas de ratas T31d, T334 ¥ T310d, €N
comparacién adecuada con los grupos controles V14, V3d, V1od (figuras 9 y 10). En
algunas de estas discontinuidades los nucleos de las células musculares lisas, se
aglomeraron (figura 9). No se encontraron variaciones en las fibras de colageno de
las aortas toracicas de los grupos tratados con T3 en relacién con sus controles

temporales (figura 9).
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Figura 8. Comparacion de las secciones histolégicas tefiidas con tincion de Hart para laminas elasticas (x40),
representativas de las paredes de las aortas toracicas de los grupos de ratas tratadas con triyodo-L-tironina (T3; 500
ug/kg/dia, s.c.) por 1 (T31d), 3 (T33d) y 10 (T3104) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM; 0.1 ml/100g, s.c.) por 1 (V14), 3

(V3d) y 10 (V104) dias. Se sefalan las laminas elasticas de la tunica media (™).
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Figura 9. Comparacién de las secciones histologicas de las paredes de las aortas toracicas tefidas con tincion tricromica
de Masson (x 400), mostrando las fibras de colageno entre las laminas elasticas aorticas de ratas tratadas con triyodo-L-
tironina (T3; 500 pg/kg/dia, s.c.) por 1 (T31d), 3 (T334) y 10 (T3104) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM; 0.1 ml/100g, s.c.)
por 1 (V1d), 3 (V3d) y 10 (V104) dias. Se ilustran discontinuidades () de las ldminas elasticas en las tunicas medias de las
aortas de ratas T314, T334 Yy T3104. También la aglomeracion de nucleos de células musculares lisas ( ~» ). Las fibras de
colageno permanecieron sin anormalidades (™).
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Figura 10. Comparacion del numero de discontinuidades de las laminas elasticas
de las tunicas medias de las aortas toracicas aisladas de ratas con hipertiroidismo
agudo. El estudio morfométrico se realizé con secciones histologicas, tefiidas con
tincibn de Masson, de las paredes de las aortas toracicas obtenidas de ratas
tratadas con triyodo-L-tironina (T3; 500 ug/kg/dia, s.c.) por 1 (T31d), 3 (T334) y 10
(T3104) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM; 0.1 ml/100g, s.c.) por 1 (V1d), 3 (V3d)
y 10 (V104) dias. Se presentan las medias + EEM (n = 45 secciones de 5 aortas).

*P<0.05 vs. V temporal respectivo. (ANOVA una via).
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El espesor de las tunicas intima/media de las aortas de los grupos hipertiroideos
T31d, T33¢ ¥y T310d4 permanecio inalterado al compararse con los respectivos
controles (figura 11A). Destacadamente, el numero de nucleos las células
musculares lisas de la tunica media de las aortas de los grupos hipertiroideos T314,
T334 y T310d disminuyd en comparacion con los controles V14, V3a y V1od, de manera
progresiva (figura 11B). Al respecto, no se apreciaron diferencias entre los grupos
T31d, T33d y T310d (figura 11B). Cuando se compararon: (i) el numero de laminas
elasticas (figura 12A), (ii) el grosor de las laminas elasticas (figura 12B), y (iii) la
densidad oOptica de las laminas elasticas (figura 12C) de las aortas toracicas aisladas
de los grupos T31d, T33¢ ¥ T310d de manera correspondiente con los valores

obtenidos con los grupos V14, Vad y V1od, N0 se encontraron diferencias significativas.
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Figura 11. Morfometria de las paredes adrticas de ratas con hipertiroidismo agudo.
El analisis cuantitativo se realizO con secciones histoldgicas, tehidas con
hematoxilina y eosina, de las paredes de las aortas toracicas obtenidas de ratas
tratadas con triyodo-L-tironina (T3; 500 pg/kg/dia, s.c.) por 1 (T314), 3 (T334) y 10
(T310d) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM, 0.1 ml/100g, s.c.) por 1 (V1d), 3 (V3d)
y 10 (V10d) dias. (A) Grosor intima/Media; (B) Numero de nicleos de células
musculares lisas. Las medias + EEM (n = 45 secciones de 5 aortas) son

presentados. *P<0.05 vs. V temporal respectivo. (ANOVA una via).

68



@
S 12- g 6-
- ST -
o E 3 §
W &=
"
" o ©
© T 0O
£ s
£ 2 O
- 8 o
0 .....
z
(C)
120+
S 7 Q B Vg
i) 0 D T344
g | 2 Viq
© T334
S 40
@ E3 Vi
a T340d
0 | &

Figura 12. Morfometria de las paredes adrticas de ratas con hipertiroidismo agudo.
El analisis cuantitativo se realizé con secciones histoldgicas, tefiidas con tincion de
Hart para laminas elasticas, de las paredes de las aortas toracicas obtenidas de
ratas tratadas con triyodo-L-tironina (T3; 500 ug/kg/dia, s.c.) por 1 (T31d), 3 (T334) ¥
10 (T310d) dias o con vehiculo (V; NaOH 0.5 mM, 0.1 ml/100g, s.c.) por 1 (V14), 3
(V3a) y 10 (V10d) dias. (A) Numero de laminas elasticas de la tunica media; (B) Grosor
de las laminas elasticas de la tunica media; (C) Densidad éptica de la tunica media.
Se presentan las medias £ EEM (n = 45 secciones de 5 aortas). P no significativa.

(ANOVA una via).
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8.4. El hipertiroidismo agudo y los niveles aérticos de Akt, p-Akt,
ERK1/2 y p-ERK1/2.

Las expresiones de Akt y ERK1/2 (y sus formas fosforiladas: p-Akt, p-ERK1 y p-
ERK2) en las aortas expuestas in vivo al tratamiento con T3, son mostradas en las
figuras 12 a 15. En las aortas toracicas de las ratas T31q, T334 y T310d: ERK1, p-
ERK1 y el cociente p-ERK1/ERK1, asi como ERK2, p-ERK2 y p-ERK2/ERK2, fueron

iguales a sus controles temporales V14, Vad y Viod, respectivamente (figuras 13 y 14).

En las aortas toracicas de las ratas T314 y T334, la expresion de Akt total fue similar
a la de los controles V14 y Vad, pero se observo significativamente incrementada en
el grupo T310d comparado con Viod (figura 15). Notablemente, los niveles de
expresion de p-Akt y el cociente p-Akt/Akt disminuyeron en las aortas del grupo T3 14,
no mostraron cambios los grupos T334 ¥y T310d al compararse con los referidos

controles temporales V14, Vad y V1od (figura 15).
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Figura 13. Analisis de inmunotransferencia Western para la proteina ERK1 y su

p-ERK1/ERK1

forma fosforilada, p-ERK1, en las aortas toracicas aisladas de ratas con
hipertiroidismo agudo. Este fue inducido mediante la inyeccion subcutanea diaria de
triyodo-L-tironina (500 ug/kg) a las ratas por 1 (T314), 3 (T33d) y 10 (T3104) dias. Los
grupos controles recibieron el vehiculo (V; 0.5 mM NaOH en 0.9% de NaCl,
0.1ml/100g, s.c.) por 1 (V1d), 3 (V3d) y 10 (V10d) dias. Se muestra un Western blot
representativo arriba de cada grafico. La intensidad de las bandas se cuantifico
mediante analisis densitométrico y normaliz6 con la correspondiente B-Actina.
Ademas, se grafico el cociente p-ERK1/ERK1. Los valores son los promedios + ESM

(n =4). P no significativa. (ANOVA una via).
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Figura 14. Analisis de inmunotransferencia Western para la proteina ERK2 y su
forma fosforilada, p-ERK2, en las aortas toracicas aisladas de ratas con
hipertiroidismo agudo. Este fue inducido mediante la inyeccion subcutanea diaria de
triyodo-L-tironina (500 ug/kg) a las ratas por 1 (T314), 3 (T33d) y 10 (T3104) dias. Los
grupos controles recibieron el vehiculo (V; 0.5 mM NaOH en 0.9% de NaCl,
0.1ml/100g, s.c.) por 1 (V1d), 3 (V3d) y 10 (V10d) dias. Se muestra un Western blot
representativo arriba de cada grafico. La intensidad de las bandas se cuantifico
mediante analisis densitométrico y normaliz6 con la correspondiente B-Actina.
Ademas, se grafico el cociente p-ERK2/ERK2. Los valores son los promedios + ESM

(n =4). P no significativa. (ANOVA una via).
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Figura 15. Analisis de inmunotransferencia Western para la proteina Akt y su forma
fosforilada, p-Akt, en las aortas toracicas aisladas de ratas con hipertiroidismo
agudo. Este fue inducido mediante la inyeccion subcutanea diaria de triyodo-L-
tironina (500 pg/kg/dia) a las ratas por 1 (T314d), 3 (T334) y 10 (T3104) dias. Los grupos
controles recibieron el vehiculo (V; 0.5 mM NaOH en 0.9% de NaCl, 0.1ml/100g,
s.c.) por 1 (V1d), 3 (V3d) y 10 (V104) dias. Se muestra un Western blot representativo
arriba de cada gréfico. La intensidad de las bandas se cuantific6 mediante analisis
densitométrico y normalizé con la correspondiente B-Actina. Ademas, se graficé el
cociente p-Akt/AKt. Los valores son los promedios £+ ESM (n = 4 aortas). *P < 0.05
vs. V1od; #P < 0.05 vs. V1a. (ANOVA una via).

73



9. Discusion.

En este trabajo investigamos los efectos de la tirotoxicosis aguda (de 1, 3 y 10 dias
de duracion, inducida por Ts en ratas) sobre la estructura (remodelacién), funcion
motora, y la expresion y activacion (fosforilacion) de las proteinas PKB/Akt y
ERK1/2, de las aortas toracicas ex vivo; con el objetivo de dilucidar si el tratamiento
con T3 ocasiona remodelacion temprana de la pared aodrtica mediante vias de
transduccion de sefial que comprendan las proteinas mencionadas. Las aortas
toracicas aisladas de las ratas T314, T334 ¥ T310d manifestaron como cambios
histomorfométricos: reduccion del numero de nucleos de las células musculares
lisas, desorganizacion de estos nucleos en relacion con las laminas elasticas, y
pérdida de compactacion y discontinuidades de las laminas elasticas; efectos que
resultaron analogos entre estos grupos. Las aortas de los grupos T334y T3104 - pero
no T314 - mostraron depresion de la contractilidad inducida por la fenilefrina, que fue
independiente de la presencia funcional del endotelio. La expresion de la cinasa Akt
aumento en el grupo T3104, Sin modificarse en los grupos T314 y T334; €n cambio, p-
Akt disminuyo transitoriamente en las aortas toracicas de las ratas T314 (esto es, la
disminucion no se manifesto en los grupos T3s3d4 y T310d). Finalmente, la expresion
de las proteinas ERK1y p-ERK1, y ERK2 y p-ERK2, no fue modificada en las aortas
toracicas de los grupos T314, T33d ¥ T310d. De esta forma, el curso temporal de los
cambios histomorfométricos y la expresién disminuida de p-Akt coincidieron en el
primer dia de desarrollo del hipertiroidismo agudo; sin embargo, la transitoriedad de

la disminucion de p-Akt no permitié correlacionarla con los cambios
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histomorfométricos sostenidos hasta el décimo dia de tratamiento con T3 (y con

base en el mismo argumento, tampoco con la depresion de la contractilidad aértica).

El incremento de Akt total al décimo dia, excluye una relacion causal con la
remodelacion y la depresion de la actividad contractil, ambas de aparicibon mas

temprana en las aortas de ratas con hipertiroidismo agudo.

El incremento de T3 y la disminucion de T4 en el suero, asi como la pérdida de peso
(a partir del segundo dia), de las ratas que recibieron T3 diariamente durante 10
dias, permitieron confirmar el estado hipertiroideo de estos animales (Honda et al.,
2000). La rapida pérdida de peso de las ratas T3 probablemente se deba a un
aumento del metabolismo basal inducido por la hormona tiroidea. Los valores
séricos elevados de T3 libre y total obtenidos en el presente estudio, indican que el
tratamiento con T3 en los grupos definidos (T314, T334 y T3104) llevo al estado
hipertiroideo a todas las ratas. El tratamiento con T3 fue suficiente para incrementar
los niveles séricos de esta hormona desde el primer dia, niveles que permanecieron
de igual magnitud al tercer dia y disminuyeron al décimo dia (en comparacién con
T314 y T33d); aun con esta disminucion, sin embargo, los valores séricos de T3
persistieron significativamente elevados en relacién con los valores obtenidos en las
ratas controles V1o4. De esta forma, los datos confirman que el hipertiroidismo se
observo en las ratas tan temprano como el primer dia después de la iniciacién del

tratamiento con T3 y continué manifestandose al décimo dia.
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Para estudiar los cambios en la actividad contractil de las aortas de ratas tratadas a
corto plazo con hormonas tiroideas, se desarrollaron CACR para la fenilefrina
(agonista de receptores adrenérgicos a1 situados en el sarcolema de las células
musculares lisas). Las CACR de la fenilefrina se manifestaron equivalentes en las
aortas toracicas con endotelio, y sin endotelio, de las ratas T31d y V1d. Las CACR
inducidas por la fenilefrina fueron desplazadas a la izquierda, potenciadas, con la
denudacién del endotelio, tanto en las aortas de las ratas T314 como de las ratas
V14, con similar magnitud. Lo cual se interpreta como evidencia de la participacion
del endotelio como antagonista funcional del desarrollo de tono vascular (Kaneko y
Sunano, 1993; Martin et al. 1986; Matsuda et al. 1995; Vinet et al. 1991). Por otra
parte, las CACR de la fenilefrina se observaron deprimidas en las aortas con y sin
endotelio tanto de las ratas T334 como de las T310d4 €n relacion con sus respectivos
controles Vsd y Viod. Cuando se compararon las CACR de la fenilefrina en anillos
aorticos con y sin endotelio de los grupos T334 y T310d de manera correspondiente
en el tiempo, se observd que la actividad contractil en los anillos sin endotelio fue
similar que en los tejidos con endotelio. En cambio, al comparar las respuestas
contractiles de la fenilefrina en los anillos adrticos con y sin endotelio de los grupos
V34 y V1od, S€ apreciaron potenciaciones significativas de las respuestas contractiles
en los tejidos carentes de endotelio. Los datos sugieren una disminuida funcién
endotelial — la inhibidora del desarrollo de tono - en los tejidos de los grupos T334 y
T3104; NO Obstante, también indican claramente que el endotelio no participa en la
depresion de las respuestas contractiles de la fenilefrina en los anillos adrticos de
las ratas de los grupos T334 ¥ T3104. Si asi fuera, la inhibicién de las CACR de

fenilefrina en los anillos aodrticos de los grupos T334 y T310d4, deberia haberse
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revertido hacia lo valores controles con la denudacion del endotelio, de forma
significativa, parcial o totalmente. Los datos permiten concluir que una aumentada
funcion vaso-depresora endotelial no parece participar en la inhibicion de las
respuestas contractiles de la fenilefrina en los anillos aorticos de las ratas T334 ¥y
T310d. Queda por explicar por qué la depresion inducida por el endotelio deja de
manifestarse en los animales tratados con T3 y, fundamentalmente, el mecanismo
por el cual el tratamiento a corto plazo con T3 deprime la contractilidad adrtica per

se (es decir, sin la participacion endotelial).

Las propiedades viscoelasticas de la pared adrtica basicamente comprenden dos
componentes: activo y pasivo; el primero sustentado en la actividad contractil (tono)
del musculo liso, y el segundo, en las propiedades de la elastina y colagena del
tejido conectivo (Safar y Laurent, 2003). En el presente estudio, desde el primer dia
de tratamiento con T3, asi como en el tercero y décimo dias, las aortas toracicas de
las ratas mostraron reduccion del numero de nucleos de las células musculares
lisas, desorganizacion de estos nucleos en relacion con las laminas elasticas, y
pérdida de compactacion y discontinuidades de las laminas elasticas, al compararse
con sus respectivos controles. Los cambios descritos fueron de similar magnitud o
caracteristicas entre los grupos T314, T334y T310d. En cambio, los valores del grosor
intima/media, el numero de laminas elasticas, el grosor de las laminas elasticas, y
la densidad optica de las laminas elasticas (la densidad 6ptica es proporcional a la
cantidad de elastina presente en la tunica media) fueron similares entre los grupos

tratados con T3 y los controles temporales.
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Considerando que el numero de nucleos de células musculares lisas esta en
relacion directa con el numero de células musculares lisas existentes (Zaki y
Youssef, 2013), la disminucién del numero de nucleos/campo, en principio, podria
indicar reduccién de estas células, hipoplasia, en la tunica media. No obstante, la
cuantificacion de los nucleos se establecié definiendo un campo (area) constante
de la tunica media; de esta forma, otra interpretacion probable es que las células
hubiesen padecido hipertrofia ocupando cada célula un mayor espacio y, en
consecuencia, reduciéndose el numero total de ellas (nucleos) en el area definida.
Comprensiblemente, la ausencia de cambios en el grosor de la intima/media de las
aortas toracicas de todos los grupos tratados con T3, no apoya ni la primera ni la
segunda interpretacién. Desafortunadamente, la técnica histolégica convencional
utilizada en este estudio carece de la sensibilidad necesaria para definir los bordes
celulares, lo cual imposibilitd medir directamente el tamafo de las células del

musculo liso.

En las aortas de ratas tratadas con hormona tiroidea (T31d, T334, T310d), las laminas
elasticas se tornaron menos densas o compactas (perdieron la definicién precisa de
sus bordes) y en algunos casos se sobrepusieron unas con otras; ademas, en ellas
se observd un aumento notable de discontinuidades en comparaciéon con sus
respectivos controles (V14, V3a ¥y V1od). EI aumento significativo en el numero de
discontinuidades en las laminas elasticas de las aortas de ratas tratadas con
hormona tiroidea T3 (T314, T334, T3104) fue asociado con la desorganizacion de los
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nucleos de las células musculares lisas (ya mencionada). En algunas de estas
discontinuidades los nucleos de las células musculares lisas, se aglomeraron. La
pérdida de compactacion o densidad de las laminas elasticas puede relacionarse
con la modificacidn molecular de los componentes de la elastina presente en las
laminas (por ejemplo, de la fibrilina, proteina de union de la elastina) y esto podria
ocasionar alteraciones funcionales vinculadas con el proceso integro de
remodelacion vascular (Moulakakis et al., 2007; Curranet al., 1993; Zaki y Youssef,
2013). De hecho, la alteracién en las laminas elasticas podria participar en

modificaciones en la organizacion de las células musculares lisas.

Nuestros datos muestran que la fosforilacion de la cinasa Akt y el cociente p-Akt/Akt
se encontraron reducidos en las aortas (remodeladas) de ratas con hipertiroidismo
agudo de 1 dia de duracion, efecto que no se observa a los 3 y 10 dias de
tratamiento con T3. La expresion de Akt total en las aortas toracicas se aprecié
incrementada en el grupo T3104 comparado con V1od; €n las aortas toracicas de las
ratas T31d4 y T334, la expresion de esta cinasa fue similar a la de los controles V14 y
V34. Un hallazgo importante en este estudio fue que en los lapsos definidos de 1, 3
y 10 dias de tratamiento con altas dosis de Ts para inducir hipertiroidismo en las
ratas, las proteinas ERK1/2, sus formas fosforiladas (p-ERK1 y p-ERK2), y los
cocientes p-ERK1/ERK1 y p-ERK2/ERK2 de las aortas toracicas, no difirieron de
sus controles temporales respectivos. Estos resultados conducen a proponer que la
reduccion transitoria de la actividad de la Akt en las aortas del grupo T314 representa

una inhibicién de la via de sefializacion PI3K/Akt - como parte del mecanismo de
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transduccion activado por la T3 - que no ha sido reportada y cuya funcion,
obviamente, debe esclarecerse. Por otra parte, los datos permiten considerar la
posibilidad de que T3 incremente al mediador Akt (i.e., Akt total) en puntos
temporales relativamente tardios antes de aumentar su activacion (i.e., p-Akt). Al
respecto, también es posible que la activacion de la via MAPK/ERK1/2 por la T3
requiera un tiempo mayor a los 10 primeros dias de tratamiento. De forma que el
incremento en la actividad, inducido por la T3, de una u otra via, o ambas, pudiera
manifestarse con latencias mayores. No obstante, estos datos considerados en
conjunto contradicen los reportados en la literatura, con respecto a la rapida
activacion (minutos a horas) por las HTs de las vias de sefializaciéon PI3K/Akt y
MAPK/ERK en las células endoteliales y musculares lisas de las aortas de ratas y
bovinas (Hiroi et al., 2006; Carrillo-Sepulveda et al., 2010; Wang y Sun, 2010). En
conjunto, los estudios citados senalaron que las HTs pueden activar las vias
PI3K/Akt y MAPK/ERK en células aorticas, pero la relacion entre la activacion de
estas vias y la remodelacion vascular no ha sido establecida. No encontramos una
explicacion para la falta de consistencia entre nuestros datos y los reportados por
los autores mencionados (Hiroi et al., 2006; Carrillo-Sepulveda et al., 2010; Wang y

Sun, 2010).
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10. Conclusion.

Los resultados obtenidos con las aortas toracicas ex vivo permiten establecer que
el tratamiento con T3 a corto plazo ocasioné remodelacion de la pared aortica y
depresion de la respuesta contractil inducida por la activacion de RA-[I1,
independientemente del endotelio, sin la participacion de las vias de sefalizacion
que comprenden a las proteinas Akt y ERK1/2. No obstante, el tratamiento con T3
de forma bifasica modifico a la cinasa Akt en el tiempo: primero inhibié fugazmente
su forma activa, p-Akt, sin modificar su expresion total, y con mayor latencia
aumento esta ultima. La relevancia funcional de estos cambios en la expresion y
activaciéon de Akt inducidos por T3, requiere adicional investigacion para su

esclarecimiento.
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