TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

11271
RS EACIDMAL AUTONOMABE
wEGe
P J;.i/
FABBLTAE BE MERIGINA

WMECAUISIGS FISIOI6GIC0S, BIOGUIRICOS Y
MBLECULARES DE AGCLON DE LA IRSULIRR

TESIS GUIE PARRA OBTERER EL GRAT
TSPECIALIDAD EH MEDIGINA IMTERRA
PRESENTR

RINGHN JRRERG, JUARN PABLE BEL
fLL

AL
L
ol
11, ) V
"




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DELEGACION No. 3 SUROESTE

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
"DR. BERNARDO SEPULVEDA"
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

TESIS

"MECANISMOS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
MOLECULARES DE ACCION DE LA INSULINA"



Fraen

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
MEDICQ INTERNISTA
PRESENTA
DR. JUAN PABLO DEL RINCON JARERO

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES "DR, BERNARDO SEPULVEDA"
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

ASESOR DE TESIS:
DR. JOSE HALABE CHEREM
JEFE DEL SERVICIO DE MEDICINA INTERNA
PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE MEDICINA INTERNA
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES "DR. BERNARDO SEPULVEDA"
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

MEXICO, D.F., DICIEMBRE DE 1995



. TESIS
'MECANISMOS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS ¥ MOLECULARES
DE ACCION DE LA INSULINA"

HNSU’%) e

DR. JOSE llALA’BE CHEREM
JEFE DEL SERVICIO DE MEDICINA INTERNA Y '

PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE MEDICINA INTERNA
DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES "DR. BERNARDO SEPULVEDA"

DEL CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXl

ASESOR DE TESIS . o Thet i
U -«'ULIP Al,) i

\Wb\f’ Ew DE MEDICINA
<. - , 7} MAN. gy ‘ﬁf

, \ \
DPR. JOSE HALABE CHEREM

BECUETARIA DI SEPVICIOY

- PRCOLAREE

DEPARTAMENTO DE PUSGRADO
BRP

JEFE DEL SERVICIO DE MEDICINA INTERNA Y el S

'PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE MEDICINA INTERNA
DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES "DR. BERNARDO SEPULVEDA"
DEL CENTRO MEDICO ' ACIONAL SIGLO XXI

; WL

DR. NIELS WACHER RODARTE

JEFE DE ENSENANZA E INVESTIGACION
DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES "DR. BERNARDO SEPULVEDA"

DEL CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

...........

Eg li:lsr be tSPfCMuDAMS
- MONS160 yx

%

l
|
|
|
!
|
P

MAR. 14 1905
| *

JEFATURA pE
ENSERAN
[ lM/Loh(ALN)!\? “

ST

+Damm s



INDICE

1. INTRODUCCION
1.1, OBJETIVO:
1.2. MATERIAL Y METODOS:
II. ASPECTOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DE LA ACCION DE LA INSULINA
Il.1. GLUCOTRANSPORTADORES
I1.2. VIAS METABOLICAS MODIFICADAS POR LA INSULINA
11.3. EFECTOS SOBRE VIAS METABOLICAS NO OXIDATIVAS
1.4, EFECTOS SOBRE LA PRODUCCION HEPATICA DE GLUCOSA
I1.5. EFECTOS SOBRE VIAS OXIDATIVAS
Il. 6. EFECTOS SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS
I.7. EFECTOS SOBRE EL METABOLISMO DE PROTEINAS
lIl. ASPECTOS MOLECULARES DE LA ACCION DE LA INSULINA
1fl.1. CARACTERISTICAS DEL RECEPTOR DE INSULINA
I.2. EL GEN DEL RECEPTOR DE INSULINA
I11.3. EL RECEPTOR DE INSULINA COMO TIROSINA CINASA
1il.4. SITIOS DE ACCION DE LA TIROSINA CINASA
111.5. MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES A TRAVES DEL IRS-1
111.6. LA VIA RAS COMO POSIBLE MEDIO DE TRANSMISION DE SENALES
I1l.7. REGULACION DEL TRANSPORTE DE GLUCOSA
111.8. ASPECTOS SOBRE LA REGULACION DEL RECEPTOR DE INSULINA
111.9. IMPLICACIONES DE TRASTORNOS EN EL FUNCIONAMIENTO DEL RECEPTOR
IV. CONCLUSIONES
V. BIBLIOGRAFIA

10
12
12
13
16
17
17

19
20



MECANISMOS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS
Y MOLECULARES DE ACCION DE LA INSULINA

|. INTRODUCCION

Una parte fundamental de la patogénesis de la diabetes mellitus no insulino
dependiente (DMNID) es la insuficlencia de Ila Insulina para estimular la captacion
muscular de glucosa y para suprimir su produccién a nivel hepatico.! De hecho, en
este tipo de diabetes, la rasistencia a la accién normal de fa Insulina parece estar
presente por muchos aflos antes do que se manifieste ciinicamente la enfermeodad.
Dado que esta resistencia a fa Insulina, es la alteraciéon que se detecta on fase mas
temprana en individuos predispuestos a desarroliar DMNID, y que se sabe que esto
astd programado genéticamente?, es esenclial para conocer las causas potenciales de
ia DMNID, el comprender los mecanismos normales de accién de la insulina. De lgual
manera, la comprension de estos mecanismos hace posible la comprensiéon de los
efectos de una deficiencia severa de insulina, como la que se presenta en la diabetes

mellitus insulino dependiente (DMID).

[.1. OBJETIVO:

El objetivo del trabajo fue el identificar los datos actuales mas relevantes con
respecto a los mecanismos de accion de la insulina a nivel fisiolégico, bloquimico y

molecular.

[.2, MATERIAL Y METODOG:

En este trabajo, se hizo una revision extensa de los estudios publicados de
1984 a 1995, Identificados por medio del sistema MEDLINE, acerca de los aspectos
fisiologlcos, bioquimicos y moieculares de la accién de la insulina. Adicionalmente, se
revisaron raferencias obtenidas a partir de la bibliografia de dichos estudios.
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ll. ASPECTOS FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DE LA ACCION DE LA INSULINA

La insulina es una molécula pequeiia, con peso molecular de 5,700, Esta
compuesta de 2 cadenas peptidicas, una cadena A de 21 aminodcidos y una B de 30,
Ambas cadenas se encuentran unidas mediante enlaces disulfuro, que conectan fos
aminodcidos 7 de ambas cadenas y el 20 de la A con el 19 de la B.®

La insulina es fa hormona anabédlica y anticatabdlica mas importante del
organismo. Se requieren niveles 6ptimos de ésta, como requisito indispensable para el
metabolismo normal de carbohidratos, proteinas y lipldos. En términos generales, ia
insullna actia como una hormona anabolica, al activar los sistemas de transporte y las
enzimas involucradas en el almacenamiento y utlilzacion de la glucosa, aminoacidos, y
icidos grasos. También actha como una hormona anticatabédlica, al inhibir la
gluconeogénesis, la giucégenolisis, la lipdlisis y el desdoblamiento de proteinas.'

Los tejidos principales sobre ios que ejerce sus efectos metabodlicos son el
higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo. Ademas, la insulina ejerce efectos
sobre todo el organismo, a través del control del flujo de sustratos entre érganos.
Tamblén tiene efectos reguladores y de crecimiento en casi todas las células.!

El papel de la insulina en el metabholismo, en términos generales, consiste en
almacenar sustratos, principaimente en el periodo postprandial, y permitir su
movllizacion cuando se limita la disponlbilidad de sustratos exégenos.' Esta limitacion
en la disponibildad de sustratos ocurre en el periodo postabsortivo (definldo, por
convenlo, como el estado metabolico a partir de ias 10 horas y hasta las 14 horas
posterlores a la ingesta de alimentos) y en el periodo de ayuno. De estos sustratos, la
glucosa desempeifia ol papel principal.’

I1.4. GLUCOTRANSPORTADORES

La insulina desplaza la glucosa fuera de la circulacion, al estimuiar la
captacion hacla el interior de las céluias. Esta captacion requiere de un sistema de
transporte, a través de la membrana, cuyo mecanismo de accion es la difusion
facilitada. Este sistema se basa on una familia de proteinas, conocidas como

glucotransportadores.® De estas proteinas, ia insulina reguia claramente a una de
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ellas, conocida como el GLUT 4. En el misculo esquelético y el tejido adiposo, la
insullna aumenta la translocacion-de los GLUT 4, desde las membranas microsomales,
en ol Interior de la célula, hacla la membrana -plasmética, donde ejercen su accién.’
También aumenta la expresion del GLUT 4 (tanto de la proteina como de su ARNm) en
adipocitos (en ratas).?

En el higado, a diferencia del musculo esquelético, el transporte de glucosa es
independiente de insulina (a través del GLUT 2)%7, por lo tanto, en éste, el transporte
aumenta sl hay mayor disponibilidad de glucosa o si aumenta el metabolismo
intracefular de la misma.?

1.2. VIAS METABOLICAS MODIFICADAS POR LA INSULINA

En los tejidos que no poseen el GLUT 4, la insulina puede aumentar la
captacién de glucosa, al incrementar su metabolismo, a partir de 2 vias p'rincipales:
glucogénesls y glucolisis. El aumento de actlvidad de estas vias, disminuye la
concentracién de glucosa Intracelular y aumenta el gradiente extracelular:intracelular,
lo cual favorece la captacion de glucosa. La insulina, ademas, favorece indirectamente
el flujo de glucosa hacia una tercera via: el ciclo do las pentosas. Esta via provee una
parte del NADPH que se requiere en la sintesls de dcidos grasos, y dado que la
insulina promueve la sintesls do 6stos, a partir de glucosa, indirectamente activa el
ciclo de las pentosas para proporclonar mas NADPH (figura 1).'?

1.3, EFECTOS SOBRE VIAS METABOLICAS NO OXIDATIVAS

La glucogénesis, en la que la glucosa se convierte a su forma de almacenamiento, el
glucogeno, se regula por la disponibliidad de glucosa, y por la actividad de las
enzimas clave en el metabolismo del glucogeno: la glucégeno sintetasa y la glucégeno
fosforilasa. La insulina estimula la actividad de la glucégeno sintetasa e Inhibe la
actividad de la glucogeno fosforilasa (que promueve glucogenolisls).!" Este efecto se
presenta, en su mayor parte, en dos tejldos fundamentales en la captacion de glucosa
y en ol almacenamiento de glucégeno: el misculo esquelético y el higado.'"!?
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La insulina también puede aumentar el nivel de glucélisis (paso de glucosa a
piruvato o lactato), por los siguientes mecanismos: 1) aumento de actividad de
glucocinasa (que catallza el paso de glucosa-a glucosa-6-fosfato)?; 2) a través dal
aumento de la concentracion del activador fructosa-2,6-hifosfato, el cual activa a la 6-
fosfofructo-1-clnasa, que cataliza el paso de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-
bifosfato'?, efecto sobre el que hay controversia'4; 3) Incremento en la sintesls de
piruvato cinasa (la cual cataliza la reaccion en la que se sintetiza ATP)!® y su estado
de fosforilacion, que a su vez aumenta la afinidad de esta enzima por su sustrato
(fosfoenolpiruvato) (figura 1).%.10

I1.4. EFECTOS SOBRE LA PRODUCCION HEPATICA DE GLUCOSA

Otra de las acciones de la insulina, de enorme importancia, es el control de la
produccion hepatica de glucosa. Esta produccion de glucosa tiene un doble orlgen.
Uno de estos origenes es la glucogenolisis, la cual se presenta debido al aumento de
la glucdgeno fosforilasa, y a una disminuclon en la actividad de la glucégeno
sintetasa. Lo anterior ocurre cuando disminuyen las concentraciones de insulina.!® El
otro, es la gluconeogénesis, en la cual se sintetiza glucosa, a partir de precursores
que no son carbohidratos (iactato, aminoacldos, glicerol). Esta via también es inhlbida
por insulina, por su efecto negativo sobre la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, que
cataliza el paso de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato.' Ademés, como se menciond
previamente, la insulina puede aumentar la concentracion del activador fructosa-2,6-
bifostato (notese la doble funcién de este activador), que aparte de su efecto antes
mencionado, actita como inhibidor de la fructosa-1,8-bifosfatasa, que a su vez cataliza
el paso de fructuosa-1,6-bifosfato a fructosa-6-fosfato (figura 1)."

II.5. EFECTOS SOBRE VIAS OXIDATIVAS

Hasta ahora, se han mencionado los efectos de la insulina hasta un nivel no
oxidativo. Sin embargo, esta hormona tiene grandes efectos sobre el metabolismo

oxidativo de la glucosa. Por ejemplo, a nivel muscular, aproximadamente se oxida el
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50% de la glucosa captada, el 35% se almacena, basicamente como glucégeno,
mientras que el 15% se libora,-en forma de lactato y alanina, que pueden ser
convertidos a glucosa (y glucégeno) a nivel hepatico.!’

La actividad del compliejo de enzimas de la piruvato deshidrogenasa constituye
el elemento principal en la tasa de oxidacion de glucosa. En el paso reguiado por este
complejo enzimatico, el plruvato se convierte en acetii CoA, capaz de entrar
directamente al ciclo del acido tricarboxflico o, indirectamente, después de haber
pasado antes a é&cidos grasos y de haberse almacenado temporalmente como
trigticéridos.'® El papel de la insulina a este nivei se da a través del aumento en la
actividad de la piruvato deshidrogenasa.'* Es probabie que este efecto ocurra en
forma Indirecta. Se ha demostrado que la acetil CoA inactlva a la piruvato
deshidrogenasa.'® Un mecanismo fisioidgico determinante en el aumento de acetil CoA
dentro de la mitocondria, es el aumento de § oxidacion de acidos grasos, por io tanto,
la actividad antilipolitica de ia insuiina, al reducir la B oxidacion, puede disminuir la
cantidad Intramitocondrial de acet!l CoA, y por la tanto, reducir la inhibiclén de la
piruvato deshidrogenasa, para dar finalmente un aumento neto (indirecto) en su
actlvlidad.'® Ademas, en la P oxidacion se produce NADH, que también inhibe al
complejo do la piruvato deshidrogenasa.'® En resumen, ia insullna favorece el paso de
piruvato a acetli CoA (y en camblo, bloquea la sintesis de acetil CoA a partir de acidos
grasos), y esto Impide, casi totaimente, el paso reverso hacia glucosa.'* Asi, la acetll
CoA que no ingresa en forma directa al ciclo del dcido tricarboxllico, se utiliza para ia
sintesis de acldos grasos. En otras palabras, se inhibe la gluconeogénesis y se

favorece la lipogénesls (figura 1).1°

. 6. EFECTOS SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS

Dentro del metabolismo de lipidos, la insulina activa hormonas lipogénicas.
Una de estas es la acetil CoA carboxilasa, la cual cataliza el paso de acetli CoA a
malonil CoA. El aumento de la malonil CoA produce una inhibicion de la lipdlisis, a
través de una disminucién en la actividad de la carnitina aciltransferasa | (también
conocida como carnltina palmitoiltransferasa |), que participa en el transporte de acil
CoA al intarior de la mitocondria. A este Gitimo nivel, la acil CoA experimenta
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f oxidacion.® Por otra parte, la insulina ejerce un efecto inhibitorio sobre la lipasa
sensible a hormonas (tamblén conmocida como lipasa de triglicéridos). Esta ultima, se
estimula principalmente por adrenalina y glucagén, y es la responsable de catalizar la
conversion de triglicéridos a diglicéridos, lo cual constituye el paso limitante en la

moviiizacion de triglicéridos aimacenados (figura 1).20.2

I.7. EFECTOS SOBRE EL METABOLISMQ DE PROTEINAS

Los efectos de {a insulina sobro el metabolismo de proteinas se conocen con
menor detalle que los anterlormente mencionados. En general, hay una promocion de
sintesis e Inhibiciéon de degradacidon de proteinas. Probablemente, la mayor parte, o la
totalidad de estos efectos, ocurra en forma indirecta. Lo que se ha logrado demostrar,
como efecto directo de la Insulina, es la expresion de algunos genes (p.ej. algunos

genes que codifican enzimas metabdlicas).??
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lIl. ASPECTOS MOLECULARES DE LA ACCION DE LA INSULINA

La insulina produce efectos inmedlatoé, a modiano, y a largo plaio sohre el
metabolismo celuiar. La forma en que la insulina produce la mayor parte, sl no os que
todos sus efectos, es a través de un sistema de sefiales, que se transmiten medlante 1a
regulacion de ta fosforilacion o desfoforilacion de ciertas proteinas (figura 2).2% Los -
efectos inmediatos se presentan entre segundos y minutos después de la unién de ia
insullna con su receptor. Entre estos efectos se encuentran la activacion de sistemas
de transporte para fones y glucosa, el reclutamiento de transportadores intracelulares
hacia la membrana plasmatica, y la modiflcacién covalente (p.ej. fosforllaciéon y
desfosforilacion) de enzimas preexistentes. Como resuitado de éstos y otros cambios,
-se activan ciertas enzimas que controian pasos metabolicos limitantes, mencionadas
en la seccion previa, como la piruvato deshidrogenasa, la acetil CoA carboxilasa y la
glucogeno sintetasa, en tanto que otras se inactlvan, como la fosforilasa cinasa, la
lipasa sonsible a hormonas y la glucégeno fosforilasa (figuras 1y 2).2%.24

Los efectos de la insullna a mediano plazo, inciuyen la estimulacién o la
inhibicién de la transcripcion (sintesis de ARNm a partir de un gen de una cadena de
ADN) de genes especificos. Los efectos a largo plazo de la Insulina, que requieren
desde muchas horas hasta aigunos dias, Inciuyen la estlmulacién de sintesis de ADN,

asi como ia proliferaclon y diferenciacléon cejular.23.24

111.4. CARACTERISTICAS DEL RECEPTOR DE INSULINA

Las acclones de la insullna, al igual que tas de todas las hormonas peptidicas,
so Inician al unirse a su receptor especifico en la superficie celular.?® El nimero de
receptores es varlable entre los diferentes tejidos, desde tan pocos como 40 por
c:élula, on eritrocitos circufantes, hasta 200,000-300,000 en adipocltos y hepatocitos.?®
El receptor es una glucoproteina transmembrana, de peso molecuiar elevado (~ 330 a
440 kDa), formada por 4 subunidades, 2 o (~ 135 kDa), y 2 B (~ 95 kDa), unidas por
puentes disuifuro, que forman un heterotetramero Paaf (ver figura 3).27 Las
subunidades a so componen de 735 aminoaclidos, y son las que contianen los sitios de

union de la insullna. Ambas subunidades o se localizan fuera de ia céluia, y se unen
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entre si, en forma covalente, mediante puentes disulfuro. En contraste, las
subunidades [} son proteinas transmembrana, con un dominio extracelular de 193
aminoacidos, un dominio transmembrana a helicoidal (asi se conoce a las formaciones
peptidicas que se encuentran en una ostructura espiral, denominada hélice alfa) de 23
aminoécidos, y un dominio Intracelular de 402 aminodcidos, el cual contiene la
actividad, regulada por Insulina, de la enzima tirosina cinasa (ver flgura 3).2% El
receptor de insulina pertenece a una familia de recptores denominados tirosina
cinasas. Las tirosina cinasas son enzimas capaces de catalizar la transferencia de
grupos fosfato de ATP a residuos tirosina en una proteina. Ademas de la insulina, se
han descrito diversos factores de crecimiento con actividad de tirosina cinasa, como
el factor de crecimiento semejante a insulina tipo | (1GF-1), ol factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derlvado de plaquetas (PDGF), el factor
estimulante de colonias tipo | (CSF-1) y el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF).2¢

11,2, EL GEN DEL RECEPTOR DE INSULINA

El gen que codifica ai receptor de insulina se localiza en el brazo corto dei
cromosoma 19, Contiane mas de 150 kilobases (unidades de medida equivalente a mil
pares de acidos nucleicos en la dobie cadena de ADN y que se representa con el
simboio "kb") de longltud y 22 exones (segmentos de un gen que se representan on un
producto de ARN, que codifican para una proteina especifica). Cada exén se encuentra
separado por intrones (segmentos de un gen que no se representan en ARN maduro vy,
por fo tanto, que no codifican para una proteina) de gran iongitud, por lo que el gen
completo es mucho mayor que las 4.2 kb de ADNc (ADN complementario, esto es, una
cadena senclila de ADN obtenlda mediante la union de nucléotidos a otra cadena
sencilla de ADN o de ARN, que a su vez es "complementaria” de la anterior) necesarias
para codificar la molécula del receptor de insulina, %30

En forma similar a la insulina, en la que sus cadenas Ay B se derivan de un
solo precursor, ambas subunidades del receptor de insulina se originan de una cadena
senciila de un mismo prorreceptor. Este prorreceptor contiene las secuencias

completas de las cadenas a y P, unidas por un péptido conector corto, de sé6lo 4
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Figura 3. Representacion esquemitica del receptor de insulbing. Se sefiulan las
terminaciones amino de la cadena o y carboxilo de la cadena B. Construido con datos
de las referencias 23, 30, 34, 35, 36 y 0.
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aminoacidos.?' Normalmente el péptido conector so separa antes de la Insercion del
receptor en la membrana celular, aunque se ha descrito una mutacion en la que esto no
ocurre, con la consigulente expresion de una baja actividad, del prorreceptor, en ia

superficle de la membrana,?t.¥?
El gen del receptor de insulina se regula de acuerdo al estado hormonal o

metaholico de la célula y de diferenclacion celular. Por ejemplo, durante la
diferenciacion de flbroblastos hacia adipocitos y de mioblastos hacia mlocitos, se
presenta un aumento importante en el nimero de receptores, asoclado en ambos

casos, con un incremento en los niveles de ARNm.3®

1.3, EL RECEPTOR DE INSULINA COMO TIROSINA CINASA

El receptor de Insulina es una enzima aléstérica, Estas enzimas se caracterizan
por tener un sitio de union para una substancia, la cual modifica, a travées de un
cambio de conformaclon, el grado de actlvidad enzimatica, por lo que la interaccion
con el centro activo o catalitico ocurre en forma Indirecta. En el caso del receptor de
insulina la subunidad « posee ei sitio de union, por lo tanto constituye la unidad
roeguladora. La subunidad f§ constuye la porcion catalitica.?* Cuando el receptor no
estd ocupado la subunidad « Inhibe la actividad de fa tirosina cinasa, que es propia de
fa subunidad B, y esta inhibicién se interrumpe cuando se une la insulina, o bien, en
caso de separarse, mediante proteolisls, las subunidades «.?® La estimulacidn de la
actividad do tirosina cinasa por la insulina, como se menciond previamente, conduce a
fa transferencla de grupos fosfato, desde moléculas de ATP hacia residuos tirosina del
proplo receptor, lo cual se conoce como autofosforilacion. Una vez que ocurre osta
altima, el siguiente paso, para contlnuar la cascada de sefiales, es el de fosforllacion

de substratos protelcos intracelulares.??

~

1.4, SITIOS DE ACCION DE LA TIROSINA CINASA

Se han descrito, en la subunidad B, 7 sitios de fosforilacion de tirosina (Tyr).

Tres de estos sitios, localizados en los aminoacidos 1146, 1150 y 1151 se denominan
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en conjunto la reglon reguladora. Al producir la tiroslna cinasa la autofosforilacion de
esta regidn, aumenta |la actividad de la propia cinasa. La mutacion de alguno de los 3
residuos tirosina de la region reguladora, reduce en mas del 50% la actividad de la
cinasa estimulada por insulina (figura 3).36

La regién reguladora es uno de los 4 subdominios necesarios para la funclén
normal del receptor. Otro de estos sitios, considerado como el mas importante para la
funcién, es un subdomlinio rico en residuos glicina y con un residuo lisina en ia
posicion 1018, el cual es Indispensable para la accién de la insulina, Otro subdominlo
se encuentra en la porcion carboxiterminal (Tyr!!6 y Tyr?322 ), E| otro subdominio se
encuentra en la regién adyacente a la membrana celular (Tyr?%y Tyr% ) (figura 3). Al
substituir ésta ultima tirosina por feniialanina o alanina, la activacién de cinasa ocurre
normalmente In vitro, sin embargo, la transmision de la sefal del receptor se altera,
aparentemente por la incapacidad de estos receptores para servir como mediadores de
la fosforilacion de substratos enddgenos, en partlicular, del llamado substrato del
receptor de insulina 1 (IRS-1).%

[11.5. MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES A TRAVES DEL IRS-1

De los sustratos endogenos del receptor de insulina el IRS-1 es el mejor
caracterizado. El IRS-1 es una proteina citosdlica de 185 kDa, conocida también como
pp185. Esta proteina, después de la estimulacion por insulina, es fosforilada
rapidamente en sus reslduos tirosina, en virtualmente todas las células. Su
caracteristica principal es que contiene multiples sitios con tirosina que pueden ser
potenciaimente fosforilados. La funcion de estos sitios, en la transduccién de sefales,
es la de servir como "muelles” (en su sentldo de puertos) intracelulares, para otras
moléculas torrente abajo, en la cascada de transducclon de sefales.’’” Estas moléculas
poseen sitios especificos de reconocimiento, conocldos como dominios SH2
tabrevlatura de src homology 2 domain), que son regiones de diversas proteinas, con
dominlos de ~100 aminoacldos, que son homélogas de una oncoproteina viral conocida
como sr¢, y que se unen con alta afinidad a otras proteinas, en los sitios de
fosforilacion de tirosina, tanto de tirosina cinasas como de sus sustratos.’%.39 Al
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menos tres diferentes dominios SH2 se unen al IRS-1, que posiblemente esten
involucrados en la transmision, torrente abajo, de sefiales del receptor de Insulina:

1) una molecula‘llamada GRB2 (abreviatura de growth factor receptor binding
protein 2, producto homologo del gen drk de ia Drosophila) que es una molécula de 23
kDa, con un dominlo SH2, que se une a proteinas con fosfotirosina (como el IRS-1), y 2
dominlos SH3, que a diferencla de los SH2, se unen a proteinas en dominlos diferentes
de los sitlos de fosforilacion de tirosina (las SH3 son dominios de ~50 aminoéacidos, y
son homélogas de una region no catalitica de la oncoproteina src).4%4" En el caso de
la GRB2, sus dominlos SH3 se unen al GNRP (abrevlatura de guanine nucleotide-
releasing protein) llamado mSOS (abreviatura del homdlogo en mamiferos de la
proteina son-of-sevenless, nombre que se derivo de la descripcién orlginal de la
proteina en una mutante de Drosophila llamada “sevenless"). El mSOS participa en la
activacion de upa via de sefiales, conocida como p21r* (figura 4)%5.39.40 que se
describe en la siguiente secclon;

2) una enzima mefabollzante de lipidos, llamada fosfatidilinositol 3-cinasa (PI-3
cinasa). Esta enzima consiste en una subunidad reguladora sin actividad enzimatica,
denominada p85c que contiene 2 dominlos SH2 y uno SH3, la cual se une a una
subunidad catalitica (p110), que ’especlflcamente produce fosforilacion del
fosfatidilinositol en la posicion 3'-OH del anillo inositol. Aunque su papel no se ha
dentificado con exactitud, se cree que la actividad de la PI-3 cinasa pudiera
relaclonarse con mitogénesls, ya que se ha asociado con la transformacion celular
induclda por varios onéogenes.“ Recientemente se ha involucrado a la PI-3 cinasa en
la sintesls de DNA y en la translocaclon de glucotransportadores (figura 4)%;

3) la fosfotirosina fosfatasa (PTPasa), que es una enzima capaz de remover
fosfato de proteinas que contengan fosfotirosina.4?

Ademis del IRS-1 se ha descrito una proteina similar a éste, que se denomina
IRS-2. Recientemente, se ha encontrado que las proteinas .IRS participan en otros -
sistemas de sefiales, Incluidos los dei IGF-1, la hormona de crecimiento (en forma
independiente de IGF-1) y diversas citocinas, como IL-4, IL-9, factor Inhibidor de
leucemia (LiF), e interferones (IFN) de tipo |, como el IFNa, INFB e INFw.4® En cuanto
al hecho de que las proteinas IRS-1 participen en la transmision de sefiales
metabéilcas y mitogénicas de diversos factores, como insulina, IGF-1 y hormona de
crecimlento, estid el desarrollo reciente de un modelo murino, deficiente en IRS-1
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(IRS-1--). Estos ratones, no sélo presentan trastornos en la depuraclén de glucosa,
slno que son 50% méas pequeiios que los ratones de su camada, heterozigotos en
cuanto a la alteracién del IRS-1. Se cree que estos ratones pueden sobrevivir gracias a
la accion del IRS-2, o alguna otra via alterna.*4¢$

1.6. LA VIA RAS COMO POSIBLE MEDIO DE TRANSMISION DE SENALES

Las proteinas relacionadas con ol ras constituyen una famllia, con miembhros de
21 kDa, que originalmente se identificaron como oncogenes de ciertos tumores. En la
actualidad, se les atribuye un papel en la regulacién normal del crecimiento celular y
del metabolismo. En el caso de su activacion por insulina, parecen ser importantes on
ia regulaclon de la expresién genética y en Ia estimulacion de mitogénesis.
Caracteristicamente, se unen al trifosfato de guanosina (GTP) y al difosfato de
guanosina (GDP), que son estructuralmente semejantes al ATP y al ADP, y que sirven
en laregulacion de varias proteinas que transducen seiiales. El ras parece servir como
un interruptor bioldgico, que se enciende con la unlén de GTP y se apaga cuando se
hidroilza el GTP hacia GDP. De esta forma, el mSOS produce su efecto regulador al
promover el cambio de GDP a GTP del ras.?%.4! La actlvacléon de p21'3® estimula una
cascada de fosforilacion, que a diferencia de lo hasta ahora mencionado respecto a
residuos tirosina, involucra residuos serina (Ser) y treonina (Thr). La forma de p21'es
unida a GTP, forma complejos con una enzima llamada Raf-1 cinasa y la activa.
Torrente abajo, se encuentra otra enzima, la ilamada cinasa MAP (abreviatura de
mitogen activated protein kinase, nombre utillzado por el hecho de ser activada por
muchos mltégenos), tamhién conocida como ERK (abreviatura de extracellular-
reguiated kinase, nombre utilizado por ser regulada por diversos ligandos
extracelulares). Hasta ahora se han descrito 2 tipos de ERK, de 44 y 42 kDa, conocidas
como ERK-1 y ERK-2, Regresando a ia Raf-1 cinasa, esta es una cinasa de serina que
no parece producir fosforilacion directamente de la ERK, sino que aparentemente
actia en un paso previo, sobre la cinasa denominada MEK (abreviatura de MAP/ERK
kinase) o MAPKK (abreviatura de MAP kinase kinase). La MEK, una vez activada, tiene
una doble especifidad, ya que es capaz de produclr fosforilacién, tanto de residuos
treonina, como tirosina. Las ERK, al ser activadas parecen a su vez sor las actlvadoras
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de una proteina ribosomal de 90 kDa, la cinasa S6 (p90'¢¥).35.3% Se ha descrito que la
po0'sk, estimulada por insulina, produce fosforilacién de la subunidad G de la

"proteinfosfatasa-1, que aumenta la tasa de desfosforijacion de la giucdgeno sintetasa,

fo cual fa activa, y de la fosforilasa cinasa, lo cual inactiva a esta Gitima (figura 2 y
4).'' Los datos mencionados, sitian a la p21¢*s como componente Importante en la
comunlcacién Intracelular, al participar en las sefales relacionadas con complejos de
membrana y la actlvacion de proteinas citosolicas torrente abajo. Adicionalmente a fos
efectos mencionados, Las ERK puede producir ia fosforilacion de factores que se
conocen como mediadores de transcripclon, como el c-jun y el p62TFC.¥

I11.7. REGULACION DEL TRANSPORTE DE GLUCOSA

Previamente, en la seccion 1l se traté el tema de los glucotransportadores.
Cabe hacer menclon de algunos avances recientes, en cuanto a la Importancia de la
tirosina cinasa y el transporte de giucosa mediado por Insulina. En adipocitos de rata,
transfectados para expresar receptores de Insulina normales, o mutantes carentes de
actividad de tirosina cinasa, se observo una faila en cuanto a la translocacion de GLUT
4.4¢ Ademés de lo anterlor, recientemente se ha impilcado a Ia PI-3 cinasa en el
transporte de glucosa, a través del uso de Inhibidores especificos de su actividad en
adipocitos de rata, con la consiguiente demostracion de que dicha Inhibicion también
dismlnuye la translocacién de fos GLUT 4 a la membrana plasmatica.’” Estos datos
aportan nueva Informaclén en cuanto a fa reguiacion del transporte de glucosa por

insuilna.

111.8. ASPECTOS SOBRE LA REGULACION DEL RECEPTOR DE INSULINA

Como se mencioné prevlamente, los sitios de unidn de insuiina se localizan en
las cadenas a del receptor. Existe controversia en cuanto a si se unen 1 o 2 moléculas
de insulina a cada receptor. Aparentemente, cada subunidad « tiene un sitio de unién
con capacidad para una molécula de Insulina. Parece que también existe una
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interaccion entre estos sitios de union, en la que la union de una primera molécula de
insulina disminuye la afinidad del receptor para la union de una segunda molécula,4®

Después de unirse a su receptor, la Insulina entra, junto con el receptor, al
interior de la célula, en un proceso denominado endocitosis mediada por receptores.?
La internailzacion del receptor participa en el control de la acclon de la Insulina,
medlante |la disoclacion de la hormona de su receptor (y por lo tanto su Inactivacién),
y medlante la modulacién del nimero de receptores de superflicie, lo que controla la
sensibilidad celular a la Insulina.?® Ademas, la internalizacién lleva a la Insullna hacia
llsosomas, donde se degrada, en tanto que los receptores pueden ser reciclados hacia
la superficie celular, donde se pueden reutilizar.?s

El receptor de Insullna, ademés de regularse por ia union de Insullna y por
autofosforilacion de tirosina, también se reguia medlante la fosforllaclén de serina
(Ser) y treonina (Thr). Varios de estos sltios se han localizado en la reglén
carboxiterminal, y aparentemente su fosforilaclon disminuye o inhibe la actlvidad de
cinasa estimulada por insullna, lo cual tal vez constituya un sistema de regulaclén de
asa corta en la acclon de la Insuilna.’®

I1.9. IMPLICACIONES DE TRASTORNOS EN EL FUNCIONAMIENTO DEL RECEPTOR

Graclas a los avances on el conocimiento del receptor de insullna, ha sido
posible demostrar algunas alteraciones, principaimente en paclentes con sindromes de
resistencla severa a la Insulina, En estos paclentes se han descrito mutaciones que
producen alteraciones dlversas en el funcionamlento del receptor. Taylor' las ha
clasificado de la slguiente manera: las que Incluyen trastornos en la sintesls del
receptor (clase 1), disminuclon del transporte de receptores a la superficie celular
(clase 2), dismlinuclén en la afinldad de unidén con la insullna (clase 3), disminuclén de
la transduccidn de la sefial de Insulina (deficlencia de actlvidad de tlrosina clnasa)
(clase 4) y disminuclén en la tasa de internalizacién y reclclaje del receptor (ciase
5).31
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IV. CONCLUSIONES

Desde el descubrimiento de la insulfna, ha sido muy dificll explicar los
mecanismos por los cuales esta hormona produce sus efectos. El descubrimiento de
que el receptor de insulina es una tirosina cinasa, y que ésta produce fosforilacién del
iRS-1, han sido avances notables. Ahora se conoce que el IRS-1 se une a varlos
componentes citosdlicos y los activa, lo cual modula varios de fos efectos, torrente
abajo, de la Insulina. Si bien, en los dltimos afios, han habldo descubrimlentos de gran
importancia, existen aun vastas zonas desconocidas, con un enorme namero de
interrogantes. Existe una intensa investigacién a este respecto, principaimente en
busca de los defectos postrreceptor, que pudieran contribuir a una mayor comprensién
la etiopatogenla de ia DMNID. El ritmo de los avances recientes es prometedor, por io
que os muy probable que se obtengan aportaciones de gran interés en pocos afios.
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