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INTRODUCCION

1. La insulina y sus funciones

La insulina es una hormona fundamental en el metabolismo de los
carbohidratos y las grasas y también participa en la regulacion del
metabolismo de las proteinas.

La insulina es una proteina relativamente pequefia, con un peso
molecular de alrededor de 6 kDa, que es producida y secretada por las células
beta de los islotes pancreaticos. Esta formada por dos cadenas (A y B) unidas
entre si por puentes disulfuro. Se sintetiza en forma de una preprohormona
que pasa por un proceso de maduracidn de varias etapas antes de ser
empaquetada en los granulos de secrecion, donde permanece hasta que un
estimulo externo promueve su secrecion.

La forma de la insulina que se encuentra en circulacion y que es
biologicamente activa, es un mondmero que esta formado por la cadena A de
21 aminoacidos y la cadena B con 30 aminoacidos. En concentraciones
micromolares, la insulina se dimeriza y, en presencia de iones zinc puede

asociarse para formar hexameros (De Meyts y Whittaker, 2002).

1.1 Accion de la insulina en el metabolismo

Cuando el organismo recibe alimentos y la glucosa es absorbida por el sistema
digestivo, la insulina es secretada en respuesta a un aumento en los niveles de
glucosa en la sangre. Su efecto inmediato es promover el transporte de glucosa
hacia el interior de la mayor parte de las células del cuerpo, permitiendo asi
que la concentracion de dicho carbohidrato en el plasma sanguineo

permanezca dentro de ciertos limites. Ademas del transporte, la insulina



promueve el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno. Aunque de
manera general la insulina actua sobre todos los tipos celulares, hay tres
tejidos que son el blanco principal de la accion de esta hormona: el musculo,
el tejido adiposo y el higado.

En el musculo, la insulina favorece la entrada de glucosa al interior de
las células, ya que promueve la traslocacion de transportadores de glucosa del
citoplasma hacia la membrana. Una vez dentro de las células, a traves de la
glucdlisis, la glucosa se utiliza para la produccion de energia necesaria para el
movimiento. En el caso de que entre a la ce¢lula una mayor cantidad de glucosa
de la que el musculo necesita a corto plazo, la glucosa puede almacenarse en
forma de glucdgeno y ser utilizada mas adelante, aunque dicho proceso sucede
de manera preferencial en el higado.

El principal efecto de la insulina en el higado es inhibir la
glucogenolisis y la gluconeogénesis, impidiendo asi la produccion de glucosa
en dicho 6rgano. Al mismo tiempo, promueve la sintesis de glucogeno, lo que
permite que la glucosa se almacene al interior de las cé€lulas hepaticas.
Durante los periodos de ayuno los niveles de glucosa en la sangre disminuyen,
el pancreas deja de secretar insulina y la disminucion de dicha hormona en el
higado provoca que la produccion y liberacion de la glucosa se reinicie. Los
niveles de dicho carbohidrato en la sangre se normalizan y la glucosa vuelve a
estar disponible. Las células de todo el cuerpo pueden utilizarla como fuente
de energia para llevar a cabo sus funciones vitales.

Es importante mencionar que ademas de la insulina hay otro grupo de
hormonas que participan en la homeostasis de la glucosa a las que se les
conoce como hormonas contrareguladoras de la insulina y que, en general,

tienen efectos contrarios a los de la insulina aumentando los niveles de



glucosa. Este grupo de hormonas incluye al glucagon y la adrenalina, entre
otras.

Al unirse a su receptor en la membrana de las células hepaticas, la
insulina inicia una cascada de sefalizacidon que lleva a la activaciéon o
inactivacion de enzimas especificas que participan en el metabolismo de la

glucosa. De este modo, la insulina:

* Inactiva la fosforilasa del higado, que es la enzima que cataliza la
sintesis de glucosa a partir de glucdégeno, impidiendo asi la
glucogenolisis.

* Activa la glucocinasa, que transforma la glucosa en glucosa-6-fosfato,
lo cual impide que la glucosa salga de las células hepaticas, pues la
forma fosforilada de la glucosa no puede atravesar la membrana
plasmatica.

* Activa la sintetasa de glucogeno, promoviendo la polimerizacion de la
glucosa para formar glucogeno.

* Mas a largo plazo, inhibe la transcripcion de los genes de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa
(G6Pasa), que son enzimas fundamentales en la gluconeogénesis

(Saltiel y Kahn, 2001; Schinner et al., 2005).

En el tejido adiposo, la insulina activa a la lipasa de lipoproteinas, que
esta localizada en las paredes capilares de dicho tejido. Dicha enzima se
encarga de hidrolizar los triglicéridos en 4cidos grasos, los cuales entran a las
c¢lulas adiposas, donde son de nuevo transformados a triglicéridos y

almacenados.



También en el tejido adiposo, la insulina promueve la traslocacion de
transportadores de glucosa hacia la membrana y, por lo tanto, favorece el
movimiento de la glucosa hacia el interior celular. Una vez en los adipocitos,
esta glucosa se utiliza para la produccion de glicerol 3-fosfato que se combina
con los 4acidos grasos para formar triglicéridos, que son la molécula de
almacenamiento de lipidos del tejido adiposo.

La insulina también inhibe la accion de la lipasa sensible a hormonas,
que es una enzima que provoca la hidrdlisis de los triglicéridos que ya estan
almacenados en los adipocitos. Asi, cuando los niveles de insulina se elevan,
se inhibe la liberacion de acidos grasos desde el tejido adiposo hacia la sangre.

La insulina participa en el metabolismo de las proteinas de la siguiente

manera:

* Promueve el transporte activo de los aminodcidos hacia el interior
celular en el muasculo y en el higado, entre otros.

* Al actuar directamente sobre la maquinaria de traduccidén de la célula,
aumenta la sintesis de proteinas. También, a mas largo plazo, promueve
la transcripcion de genes especificos y su posterior traduccion dando
lugar a nuevas proteinas.

* Inhibe el catabolismo de las proteinas y la liberacion de aminoacidos
desde las células, principalmente las musculares, hacia el plasma
sanguineo.

De este modo, cuando hay una deficiencia del nivel de insulina se
produce un gasto excesivo de proteinas. El catabolismo de las proteinas
aumenta, la sintesis se detiene y una gran cantidad de aminoacidos son

liberados al plasma.



Por ultimo, es importante mencionar que la insulina lleva a cabo un
importante nimero de funciones ademas del mantenimiento de la
normoglicemia. Muchas de estas funciones se logran por la accion directa de
la insulina sobre enzimas en el interior celular, mientras que otras lo hacen por
el cambio en la expresion de mas de 100 genes. Por ejemplo, la insulina regula
la expresion de genes que participan en la utilizacion de aminoacidos, en el
metabolismo de lipidos en musculo y tejido adiposo y en el crecimiento

celular, desarrollo y supervivencia (Rhodes y White, 2002).

2. El receptor de insulina

El receptor de insulina es una proteina de membrana tetramérica que esta
formada por dos subunidades alfa extracelulares (con un peso molecular de
125 a 135 kDa) y dos subunidades beta (90 a 95 kDa) transmembranales
(Berhanu y Olefsky, 1982).

El receptor de insulina es un miembro de la superfamilia de los RTKs
(Receptor Tyrosine Kinase) que tienen actividad de cinasa de tirosina. En esta
familia también se encuentran el receptor de IGF-I (por sus siglas en inglés,
Insulin like Growth Factor 1). Otro receptor muy relacionado con los dos
anteriores es el receptor IRR (Insulin-receptor Related Receptor) que fue
identificado en 1989 por Shier y Watt (Shier y Watt, 1989), pero hasta la fecha
no se conoce su ligando (De Meyts, 2004).

El receptor de insulina y el del IGF-I se diferencian de otros RTKs en
que aun en ausencia de su ligando son dimeros covalentes, a diferencia de los
otros que se dimerizan s6lo después de la unidn con el ligando, lo que resulta
en la activacion de la cinasa por transfosforilacion (De Meyts y Whittaker,

2002). Cuando la insulina se une a su sitio de unidn, localizado en las



subunidades o del receptor, hay un cambio conformacional que permite la
fosforilacion de los sitios con actividad de cinasa de tirosina, los cules estan
localizados en la region intracelular de las subunidades . Asi se inicia una
cadena de sefializacion que, dependiendo del tipo celular en que el receptor se
localice, llevara a la célula a presentar una serie de respuestas fisiologicas
especificas (De Meyts, 2004).

En los humanos, el precursor del receptor de insulina se deriva de un
gene grande de aproximadamente 130 kilobases que esta localizado en el
brazo corto del cromosoma 19 (Olefsky, 1990). El gene que codifica el
receptor tiene 22 exones y 21 intrones (Seino et al., 1989). El ex6n corto 11
sufre un corte y empalme (splicing) alternativo que da como resultado las
isoformas A y B del receptor, las cuales difieren entre si por la ausencia o
presencia de una secuencia de 12 residuos de aminoacido (Seino y Bell, 1989).

El receptor de insulina se sintetiza en forma de un preprorreceptor de
cadena sencilla que tiene un péptido senial de 27 residuos de aminoacido, el
cual se pierde durante la traduccion. El receptor es glucosilado, plegado y
dimerizado con ayuda de las proteinas chaperonas calnexina y calreticulina
(Bass et al., 1998). Posteriormente es transportado al aparato de Golgi, donde
es procesado y sufre un corte proteolitico en el sitio formado por los residuos
732 al 735 (Arg-Lys-Arg-Arg), gracias a la accion de la proteasa furina, dando
lugar al receptor tetramérico a,B, maduro (De Meyts y Whittaker, 2002).

En la figura 1A se muestra un diagrama de la estructura del receptor de
insulina en el que se pueden identificar, del lado izquierdo, los 22 exones del
gene del receptor y los dominios que forman la proteina, del lado derecho. En
el esquema se representa la isoforma B del receptor que incluye al exon 11.

Como puede apreciarse en la figura 1, L1 y L2 (Large domains 1y 2),

que se encuentran en la region del amino terminal de la subunidad alfa, son



dominios grandes globulares muy similares a los del receptor de IGF-I. Entre
estos dos dominios hay una region rica en cisteinas CR que consiste de una
seric de moddulos unidos por enlaces disulfuro, similares a los que se
encuentran en el receptor del TNF (Tumor Necrosis Factor) y en la laminina
(Ward et al, 1995 en De Meyts, 2004).

Hacia la region del carboxilo terminal de la subunidad a y en el amino
terminal de la subunidad B, se localizan los dominios del tipo de la
fibronectina 111, conocidos como FnO, Fnl y Fn2. En el dominio Fnl estidn
contenidos tanto un gran inserto (identificado como Ins en la figura 1A) que
tiene el sitio de corte entre las subunidades a y B, como los residuos de
aminoacidos 704-715 que son importantes para la unién con la insulina
(Marino-Buslje et al., 1999).

La region extracelular de la subunidad B (que comprende parte del
dominio Fnl y el dominio Fn2 completo) ha sido relacionada con la
regulacion de la actividad de cinasa de tirosinas del receptor.

Por debajo del dominio Fn,, se localiza un pequefio dominio
transmembranal y la porcion intracelular de la subunidad B, porcion que a su
vez contiene tres regiones: el dominio de cinasa de tirosina (TK), flanqueado
por dos regiones reguladoras; la region yuxtamembranal (JM) que participa en
la union con IRS (Insulin Receptor Sustare) asi como en la internalizacion del
receptor, y la cola del carboxilo terminal (CT) (De Meyts, 2004).

En la figura 1A también se sefialan los sitios de N-glucosilacion del
receptor, que estan indicados por puntas de flecha de color naranja, y los sitios
importantes para la uniéon con el ligando que han sido identificados hasta
ahora por analisis de mutagénesis dirigida.

Las dos subunidades a del receptor de insulina estan unidas entre si por

puentes disulfuro, indicados en el diagrama por lineas horizontales que unen



los dos lados del receptor. Uno de ellos se forma entre los residuos de
cisteinas en posicion 524, localizadas en cada dominio FnO (Schiffer y
Ljungqvist, 1992). Los tres residuos de cisteina en posicion 682, 683 y 685 del
inserto del dominio Fnl también estan implicados en la formacidon de puentes
disulfuro entre las dos subunidades a (Sparrow et al., 1997).

Entre la subunidad o y la subunidad B de cada dimero del receptor
también se forma un puente disulfuro entre el residuo de cisteina en posicion
647 del dominio Fnl y el residuo de cisteina en posicion 872 del dominio Fn2
(Sparrow et al., 1997; Lu y Guidotti, 1996; Cheatham y Kahn, 1992).

En la figura 1B se muestran algunas de las estructuras secundarias o
terciarias de los diferentes dominios del receptor de insulina que se han
obtenido gracias a analisis hechos con rayos X y por predicciones hechas a
partir de la estructura primaria del receptor y su comparacion con la de otras

proteinas (Marino-Buslje ef al., 1999 y De Meyts y Whittaker, 2002).

2.1 Union entre el ligando y el receptor

La secuencia y la estructura de la insulina estan actualmente bien definidas, lo
que ha permitido establecer que hay dos superficies de union con su receptor.
La primera es conocida como la “superficie de union cldsica” y la segunda se
traslapa con el dominio que participa en la formacion de hexdmeros (De
Meyts y Whittaker, 2002).

Por otro lado, estudios llevados a cabo utilizando diferentes técnicas,
como el marcaje por fotoafinidad, indican que en el receptor de insulina hay
dos regiones importantes para la union con el ligando.

El primer sitio de union involucra al dominio L1 (residuos de

aminoacidos 1-137) y a los aminoacidos 704-715 (Mynarcik et al., 1996



citado en De Meyts y Whittaker, 2002) que se localizan en la region carboxilo
terminal de la subunidad o.

Se ha propuesto que la segunda region importante para la union se
localiza en la region carboxilo terminal del dominio L2 y en el dominio FnO
(aminoacidos 325-524) (De Meyts y Whittaker, 2002).

Basados en datos estructurales y de cinética del receptor de insulina, se
han propuesto modelos para explicar la unidén de la insulina con su receptor,
los cuales apoyan la idea de que una sola molécula de insulina se une
asimétricamente a dos sitios diferentes en el receptor dimérico, provocando un
entrecruzamiento (crosslinking) de las dos mitades del receptor (De Meyts,
2004). En la figura 1C se muestra un esquema de este modelo en donde los
sitios de union a la insulina en la subunidades o del receptor estdn marcados
con circulos negros. También estd representada una molécula de insulina con
la “superficie de union clasica” en forma de esferas amarillas y la segunda

superficie de union en color rojo.
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Figura 1. El receptor de insulina y su uniéon con el ligando. Modificada de De Meyts y
Whittaker, 2002 y De Meyts, 2004. En A y B se muestra la estructura del receptor de
insulina, en C se muestra el modelo de union de la insulina con su receptor con los sitios de
union del receptor sefialados mediante circulos negros.
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2.2 La activacion del receptor de insulina: la via de sefializacion de la

insulina

La insulina ejerce sus efectos en las células blanco a través de la union con su
receptor en la membrana plasmatica de dichas celulas, lo cual inicia una
cascada de sefializacion en el interior de la célula, que se describe brevemente
a continuacion.

La unién de la insulina con su receptor produce cambios
conformacionales que llevan a la transfosforilacion en residuos de tirosina de
un dominio intracelular del receptor, el cual que tiene actividad de cinasa de
tirosina. Con este dominio activo, el receptor puede fosforilar a otras proteinas
conocidas como substratos del receptor de insulina (IRS: Insulin Receptor
Substrate) que a su vez se unirdn y activaran a otra serie de proteinas.

Las proteinas IRS se unen especificamente a los dominios SH, (inglés
Src-homology-2) que se encuentran en varias moléculas de sefializacion, como
pueden ser la cinasa del fosfatidilinositol (PI-3K: Phosphatidylinositol 3-
kinase) o la Grb-2 (Growth factor receptor binding protein 2). El efecto que la
insulina tenga sobre su célula blanco dependerd de cual de estas proteinas
efectoras se exprese en la célula y sea reclutada hacia el complejo de

senalizacion.

2.2.1 Via de la PI-3K

Cuando se activa la PI-3K actua sobre los lipidos de membrana y se producen
4,5-bifosfato fosfatidilinositol (PIP,) y 3,4,5-trifosfato fosfatidilinositol (PIP;).
Los PIP, y PIP; se unen a la proteina PDK (Phosphoinositide Dependant

Kinase) y esta ultima activa a la cinasa de serinas y treoninas conocida como

12



PKB (Protein Kinase B), la cual, a su vez, fosforila e inactiva a la proteina
cinasa de la sintetasa de glucogeno GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3).

Cuando la GSK3 esta activa actia sobre la sintetasa de glucogeno (GS,
Glycogen Synthase) fosforilandola e inactivandola, provocando que la sintesis
de glucogeno disminuya. Sin embargo, cuando la GSK3 se inactiva, la GS
queda activa y la sintesis de glucogeno se promueve. De este modo la
estimulacion de la insulina sobre la via de la PI-3K incrementa la acumulacion
de glucosa en forma de glucdgeno.

Cuando se activa la via de PI3-K también se promueve la entrada de
glucosa hacia la célula en el musculo y el tejido adiposo. La PI-3K, a través de
la activacion de PKB (Rhodes y White, 2002) o de la cinasa de proteinas C
(PKC: Protein Kinase C) en su isoforma {/A (Kotani et al., 1998 citado en
Kahn y Flier, 2000), lleva a la traslocacion de transportadores de glucosa
(GLUT4) hacia la membrana plasmatica, lo cual permite el transporte de
glucosa hacia el interior celular.

Por otro lado, la activaciéon de PI-3K también promueve la sintesis de
proteinas regulada por la via de mTOR. (mammalian Target of Rapamycin) en
la mayoria de las células (Rhodes y White, 2002).

En la figura 2 se puede observar la via de la PI-3K y las principales

moléculas de sefializacion que participan en ella.
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Insuﬁna

0\00053 H ‘ \
Transporte de
glucosa U U

«— Q’f

Sintesis de glucdgeno Sintesis de proteinas

Figura 2. El receptor de insulina y la via de la PI3-K. Modificada de Rhodes y White, 2002
y Schinner et al., 2005.

2.2.2 Via de la Grb2

También en respuesta a la insulina, puede activarse Grb2. Cuando Grb-2 se
activa se une a una proteina conocida como SOS la cual, a su vez, cataliza el
intercambio de GDP por GTP en una proteina del grupo de las proteinas G
pequetias (que unen nucleotidos de guanosina), la proteina Ras. Cuando se une
el GTP, Ras se activa y puede activar a una cinasa conocida como Raf, que es
la primera de una serie de cinasas (Raf, MEK y MAPK) que forman una
cascada en la cual cada cinasa activa a la siguiente por medio de

fosforilaciones. La ultima de estas cinasas, la cinasa de proteinas activada por
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mitogenos, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), puede actuar
directamente sobre la expresion de genes especificos, al fosforilar y activar

proteinas que regulan la transcripcion, (Rhodes y White, 2002).

Insulina

«I:HlRI

‘ Membrana Plasmatica

Raf |»| MAPK |®| MAPKK

Figura 3. El receptor de insulina y la via de la Grb2. Modificada de Kido et al., 2001

Independientemente de cudl de las vias se active por la insulina, la
terminacion de la sefial es también un evento importante y puede ser
controlada por distintos mecanismos.

La accion de la sefial de la insulina puede ser atenuada por la accion de
proteinas con actividad de fosfatasas de tirosina (PTPases, Protein Tyrosine
Phosphatases), que se encargan de la desfosforilacion del receptor de insulina

y sus sustratos. Se ha demostrado que varias fosfatasas pueden desfosforilar al

15



receptor de insulina in vitro y participar en la regulacion de la via de
sefalizacion de la insulina (Saltiel y Khan, 2001).

El receptor de insulina, aparte de tener sitios de fosforilacion en
tirosinas, también puede ser fosforilado en serinas, lo cual puede atenuar la
sefializacion al disminuir la fosforilacion en tirosinas (Hotamisligil ef al., 1996
citado en Saltiel y Kahn, 2001).

Después de la unidn con la insulina el receptor de insulina es procesado
por endocitosis y luego puede ser reciclado y volver a la superficie celular o
ser degradado intracelularmente (Accili et al., 1992 citado en Marino-Buslje et

al., 1999).

3. La resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina puede entenderse como la incapacidad de la
insulina de ejercer efectos fisiologicos sobre sus tejidos blanco.

Como la principal accion de la insulina es promover la entrada de glucosa a
tejidos como musculo y grasa, asi como el almacenamiento de la glucosa y la
supresion de la produccion de glucosa en el higado, cuando se presenta la
resistencia a la insulina dichas acciones no se llevan a cabo y podemos
observar hiperglucemia (nivel elevado de glucosa en el plasma sanguineo)
acompafiada de hiperinsulinemia (nivel elevado de insulina en la sangre).

Hay varios mecanismos que se cree que pueden participar en el desarrollo
de la resistencia a la insulina, entre los cuales pueden mencionarse aquellos
que tienen que ver directamente con alteraciones a nivel del receptor de
insulina, aquellos que tienen que ver con alteraciones en la via de sefalizacion

de insulina y los que tienen que ver con la obesidad.
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3.1 Alteraciones a nivel del receptor

En la literatura se pueden encontrar informes relacionados con tres aspectos

del receptor de insulina que podrian estar relacionados con la resistencia.

3.1.1 Mutaciones del receptor

Existen una cantidad importante de informes de mutaciones del gene del
receptor de la insulina, que pueden afectar tanto la sintesis como el transporte
hacia la membrana celular del receptor como su afinidad de unién por la
insulina, su actividad de cinasa de tirosinas o su endocitosis y degradacion.
Sin embargo, solamente algunas de estas mutaciones, sobre todo las
relacionadas con la actividad de cinasa de tirosinas del receptor, se han podido
relacionar con casos de resistencia a la insulina y, dentro de estos, s6lo una
fraccion muy pequefia parece participar en la resistencia a la insulina que se
desarrolla antes de la diabetes mellitus tipo 2, pues la gran mayoria de las
mutaciones en el receptor se relacionan con sindromes congénitos de

resistencia severa a la insulina (Taylor et al., 1992).

3.1.2 Isoformas del receptor

Se sabe que el receptor de insulina tiene dos isoformas: la isoforma A, que
también se conoce como isoforma Ex11™ debido a que no tiene una secuencia
de 12 aminoacidos en el carboxilo terminal de la subunidad a, codificada por
el exon 11 y la isoforma B 6 Ex11" que si tiene dicha secuencia.

Existe evidencia de que las dos isoformas del receptor tienen
caracteristicas funcionales distintas. En primer lugar, se ha demostrado que la

afinidad de union de la insulina por la isoforma Ex11" es aproximadamente
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dos veces mayor que la de la isoforma Ex11" (Mosthaf et al., 1990;
Yamaguchi et al., 1991; Yamaguchi et al; 1993 citados en Sesti, 2000).

Por otro lado, la expresion relativa de las dos isoformas es distinta en
los diferentes tejidos humanos. Las cé€lulas hematopoyéticas expresan
solamente la forma Ex11", tejidos como la placenta, el rifion, el tejido adiposo
y el musculo esquelético expresan ambas isoformas, mientras que el higado
expresa predominantemente la isoforma Ex11" (Sesti, 2000).

Ademas, la diferencia en la afinidad del receptor por el ligando esta
acompafiada por cambios en la sensibilidad a los efectos metabolicos de la
insulina (McClain, 1991 citado en Sesti, 2000). De este modo se ha observado
que una expresion incrementada de la forma Ex11°, de baja afinidad por la
insulina, se relaciona con niveles altos de glucosa en la sangre y
concentraciones de insulina en ayuno también altas (Sesti, 2000).

El descubrimiento de que las dos isoformas del receptor de insulina
tienen caracteristicas funcionales distintas llevd a postular la hipotesis de que
la alteracion de la expresion especifica de un tejido de las isoformas podria
provocar una abundancia relativa mayor de la isoforma de baja afinidad y
esto, a su vez, provocar la resistencia a la insulina.

Sin embargo, los resultados del analisis de la abundancia de las dos
isoformas en tejidos como el adiposo y el muscular no han sido del todo
concluyentes. Por ejemplo, hay tres estudios en los que se ha reportado que la
expresion del RNA mensajero de las dos isoformas del receptor de insulina
esta alterada en el musculo esquelético de sujetos prediabéticos resistentes a la
insulina y diabéticos tipo 2, con respecto a controles sanos (Mosthaf et al.,
1991; Mosthaf et al., 1993; Norgren et al., 1993 citados en Sesti, 2000),
mientras que otros estudios no confirman dichas observaciones (Anderson et

al., 1993; Hansen et al., 1993 citados en Sesti, 2000).
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3.1.3 Formacion de receptores hibridos

El receptor de insulina y el receptor de IGF-I tienen un alto grado de
homologia y los residuos de cisteina implicados en la formacion de puentes
disulfuro estan muy conservados, por lo que es posible que se formen
receptores hibridos con un heterodimero af} del receptor de insulina unido a un
heterodimero af3 del receptor de IGF-1. La existencia de dichos receptores
hibridos estd bien demostrada en varios estudios (Soos y Siddle, 1989;
Treadway et al., 1989; Soos et al., 1990; Kasuya et al., 1993 citados en Sesti,
2000).

Se ha demostrado que los receptores hibridos se unen al IGF-I con una
afinidad similar a la de los receptores de IGF-I, sin embargo se unen a la
insulina con una afinidad menor que los receptores de insulina tipicos (Soos et
al., 1993; Langlois et al., 1995 citados en Sesti, 2000). Ademas, los receptores
hibridos se comportan como un receptor de IGF-I en lugar de como un
receptor de insulina tipico o como un intermedio entre los dos receptores
(Seely et al., 1995 citado en Sesti, 2000).

Por otro lado, se ha analizado la distribucion de estos receptores
hibridos, descubriendo que una fraccion significativa del total de los
receptores de insulina esta en forma de hibrido, variando desde un 37 % en
placenta a un 42 % en el musculo esquelético, con excepcion del tejido
adiposo, donde la fraccion de receptores insulina/IGF-I es solo del 17 %
(Federici et al, 1997). Ademads, varias observaciones sugieren que las
diferencias tejido-especificas en la expresion de receptores hibridos pueden
contribuir a la regulacion de la sensibilidad a la insulina (Sesti, 2000).

Todo lo anterior ha llevado a sugerir que una proporcion incrementada

de receptores hibridos en los tejidos blanco de la insulina provocaria una
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reduccion en la sensibilidad a la insulina, contribuyendo asi al desarrollo de la
resistencia a la insulina. Una serie de descubrimientos apoyan esta hipotesis,
pues se ha encontrado que existe una proporcion mayor de receptores hibridos
en musculo y tejido adiposo de pacientes con diabetes tipo 2 (Federici et al.,
1996; Federici et al., 1997 citados en Sesti, 2000) y en varios tejidos de
pacientes resistentes a la insulina, con respecto a controles sanos (Valensise et

al., 1996; Federici et al., 1997; Federici et al., 1998 citados en Sesti, 2000).

3.2 Alteraciones a nivel de la via de sefalizacion

En los ultimos afios se han encontrado diferentes alteraciones a distintos
niveles de la via de sefializacion de la insulina que podrian estar de alglin
modo relacionados con el desarrollo de la resistencia a la insulina. A

continuacion se presentan algunos de los mas relevantes.

3.2.1 Sustratos del Receptor de Insulina (IRS)

En la literatura existen varios reportes que sugieren que las alteraciones a nivel
del IRS pueden tener un papel importante en reducir la sensibilidad a la
insulina de los tejidos periféricos.

Existen varios tipos de IRS, pero se sabe que los IRS mas importantes
en la regulacion del metabolismo de los carbohidratos parecen ser el IRS-1 y
el IRS-2 (White, 2002 citado en Schinner ef al., 2005). En el humano, hay
mutaciones del IRS-1 que estan asociadas con la resistencia a la insulina
(Whitehead et al., 1998 citado en Schinner et al., 2005) y la disrupcion del
gene del IRS-1 en el ratdn resulta en el desarrollo de resistencia a la insulina
principalmente en el musculo y el tejido adiposo (Yamauchi ef al., 1996 citado

en Schinner et al., 2005). Por su parte, el raton knock out del IRS-2 no sélo
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presenta resistencia a la insulina en el musculo, tejido adiposo e higado sino
que también desarrolla diabetes como resultado de un mal funcionamiento de

las células B (Previs ef al., 2000 citado en Schinner et al., 2005).

3.2.2 PKB

La participacion de PKB en la resistencia a la insulina no esta del todo clara y
existen observaciones contradictorias con respecto a esta proteina. Se ha
reportado, por ejemplo, que la funcion de PKB es defectuosa en el misculo y
el tejido adiposo de pacientes diabéticos (Krook et al., 1998; Rondinone et al.,
1999 citados en Schinner et al., 2005). Sin embargo, en otro estudio se
encontrd que no habia ningin defecto en la actividad de PKB en musculos de
pacientes diabéticos, aunque si podia observarse una disminucion en la
actividad de PI-3K (Kim et al., 1999 citado en Schinner et al., 2005). Hay
otros datos obtenidos con estudios in vifro de misculo humano que muestran
que las tres isoformas de PKB se activan en respuesta a la insulina en sujetos
delgados usados como control mientras que solamente la isoforma PKBa
(Aktl) se activa en los musculos de sujetos resistentes a la insulina (Brozinick
et al., 2003 citado en Schinner et al., 2005).

Datos mas recientes obtenidos con modelos animales knock out para
PKB aclaran un poco la participacion de PKB en el mantenimiento de la
normoglucemia y en la resistencia a la insulina. Por ejemplo, mientras que la
disrupcion de PKBa (Aktl) en ratones no provoco alteraciones significativas
en el metabolismo, los ratones knock out de la isoforma PKBB (Akt2)
desarrollaron resistencia a la insulina y terminaron con un fenotipo muy
semejante al que se presenta en humanos con diabetes tipo 2 (Cho et al, 2001

citado en Schinner et al., 2005). Consistente con lo anterior, en estudios
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recientes hechos en humanos se detectdé una mutacion en el dominio con
actividad de cinasa de la PKBB en una familia de pacientes con una resistencia
a la insulina severa. Esta mutacion co-segregd con el fenotipo de resistencia a
la insulina por tres generaciones dentro de dicha familia. (George et al., 2004

citado en Schinner ef al., 2005).

3.2.3 Sintetasa de glucogeno; PEPCK y G6Pasa

En estados de resistencia a la insulina cominmente se presentan alteraciones
en la acumulacion de glucogeno en el higado asi como en la actividad de la
sintetasa de glucogeno (Bogardus et al., 1984; Dambso et al., 1991 citados en
Schinner et al., 2005).

Ademas de una falla en la sintesis de glucogeno, la hiperglucemia que
se observa en pacientes con resistencia a la insulina y con diabetes tipo 2
puede ser resultado, en parte, de un incremento en la produccion de glucosa en
el higado. Lo anterior es resultado de la falta de inhibicion de dos enzimas
gluconeogénicas muy importantes, la PEPCK y la glucosa-6-fosfatasa
(G6Pasa). En condiciones normales, la insulina inhibe la expresion de ambas
enzimas a nivel transcripcional (Barthel y Schmoll, 2003 citados en Schinner
et al., 2005). Cuando hay un estado de resistencia a la insulina, la sintesis de
PEPCK y G6Pasa no se inhibe, de modo que la gluconeogénesis puede
llevarse a cabo de manera activa en el higado, aumentando la produccion
hepatica de glucosa, lo cual explica los niveles elevados de glucosa en la

sangre.
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3.3 Obesidad y resistencia a la insulina

En la actualidad existen una serie de evidencias que muestran una relacidon
estrecha entre la obesidad y el desarrollo de resistencia a la insulina y aunque
no se entiende con claridad el mecanismo por el cual esto sucede, cada vez
existen mas datos experimentales que pueden ayudarnos a dar una explicacion
a esta correlacion.

De acuerdo con los datos presentes en la literatura, es necesario
considerar tres aspectos para entender la relacion entre obesidad y resistencia
a la insulina. El primero esta relacionado con las alteraciones en la
sefializacion de la insulina que se presentan durante la obesidad y que impiden
a dicha hormona llevar a cabo sus efectos sobre la regulacion de la glucemia.
El segundo tiene que ver con el exceso de acidos grasos libres en la sangre que
se produce en la obesidad y que pueden contribuir también al desarrollo de la
resistencia a la insulina. Estos dos aspectos estan muy relacionados entre si, ya
que el exceso de acidos grasos libres en la sangre puede afectar de manera
directa la sefalizacion de la insulina, llevando a una disminucion en el
transporte de glucosa inducido por insulina. El tercero considera el papel del
tejido adiposo como un o6rgano endocrino capaz de producir sustancias,
conocidas como adipocinas, que aumentan o disminuyen la sensibilidad a la
insulina y que pueden participar por si mismos en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa (Kahn y Flier, 2000; Saltiel y Khan, 2001; Schinner
et al., 2005).

Durante la resistencia a la insulina que se presenta en pacientes obesos,
tanto en musculo como en los adipocitos, hay varias alteraciones en la via de
sefializacion de la insulina que pueden presentarse a nivel de la expresion o de

la actividad de las diferentes proteinas que participan en dicha via. Se sabe,
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por ejemplo, que en los adipocitos de humanos obesos resistentes a la insulina
o con diabetes tipo 2, la expresion de IRS-1 estd reducida, lo que resulta en
una actividad de PI-3K asociada a IRS-1 disminuida (Rondinone et al., 1997
citado en Kahn y Flier, 2000). Por otro lado, en el musculo esquelético de
sujetos obesos, los niveles de IRS-1 e IRS-2 son normales pero la actividad de
PI-3K esta disminuida (Kim et al., 1999 citado en Kahn y Flier, 2000).
También se sabe, a partir de datos obtenidos con fibras musculares in vitro,
que en el musculo de humanos obesos hay una reduccion de la fosforilacion
del receptor de insulina y de IRS-1 asi como una menor actividad de PI-3K
(Goodyear et al, 1995).

Otro posible mecanismo para explicar los defectos de la sefializacion de
la insulina en la obesidad puede ser el aumento en la expresion y actividad de
varias fosfatasas de tirosina que desfosforilan y, por lo tanto, terminan los
procesos de sefializacion propagados gracias a la fosforilacion en residuos de
tirosina de diversas proteinas. Existen datos que indican que hay niveles
elevados de la expresion y/o actividad de varias fosfatasas en el musculo y el
tejido adiposo de humanos y roedores obesos (Goldstein et al., 2000 citado en
Kahn y Flier, 2000).

Con respecto al efecto que tienen los 4cidos grasos sobre la accion de la
insulina en humanos, se tienen reportes de que los niveles de acidos grasos
libres en la sangre se correlacionan inversamente con la sensibilidad a la
insulina (Perseghin et al., 1997 citado en Schinner et al., 2005). Asi mismo,
una elevada concentracion de acidos grasos libres y/o una acumulacion
intracelular excesiva de lipidos podrian reducir la sensibilidad a la insulina,
particularmente en el musculo esquelético (Shulman, 2000).

La alteracion en el transporte de glucosa parece ser el proceso central

que determina la resistencia a insulina inducida por acidos grasos (Shulman,
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2000). Esto implicaria un mecanismo en el cual la acumulacion intracelular de
acidos grasos o de sus metabolitos provocaria un defecto en la sefializacion a
través de IRS/PI-3K, involucrando potencialmente a PKCO (Dresner et al.,
1999; Griffin et al., 1999 citados en Rhodes y White, 2002). Esto resultaria en
una disminucion en la traslocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica cuya
consecuencia final seria una reduccion del transporte de glucosa en musculo

(Dresner et al., citado en Rhodes y White, 2002).

3.3.1 Funcion endocrina del tejido adiposo

En los ultimos afios se ha descubierto que el tejido adiposo es capaz de
producir y secretar numerosas citocinas, conocidas como adipocinas, que
incluyen al TNF-a (Tumor Necrosis Factor), la leptina, la adiponectina y la
resistina, las cuales tienen un papel importante en la regulacidon metabdlica y
se han relacionado con la sensibilidad a la insulina.

Los adipocitos expresan y secretan TNF-o y este factor es sobre
expresado en humanos y animales obesos (Peraldi y Spiegelman, 1998 citados
en Kahn y Flier, 2000). TNF-a tiene varios efectos que incluyen una
inhibicion de la lipogénesis y un aumento en la lipolisis. TNF-a puede afectar
la senalizacion de la insulina al incrementar la fosforilacion en serinas de IRS-
1 y regular negativamente la expresion de GLUT4, contribuyendo asi a la
resistencia a la insulina (Kahn y Flier, 2000), lo cual se confirma con modelos
de animales knock out para TNF-a o su receptor que presentan una
disminucion en la resistencia a la insulina asociada con obesidad (Peraldi y
Spiegelman, 1998; Hotamisligil, 1999 citados en Kahn y Flier, 2000).

La leptina tiene efectos muy variados que tienen que ver con la saciedad

y el consumo de alimento, el gasto energético y la funcidon neuroendocrina
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(Kahn y Flier, 2000). La leptina tiene un efecto de sensibilizacion a la
insulina, como se ha observado, por ejemplo, en ratones con un tratamiento
cronico y agudo con leptina (Halaas ef al., 1995 citado en Khan y Flier, 2000).
Las bases moleculares de esta accion sensibilizadora no se conocen pero se
han propuesto explicaciones que sugieren que sus acciones metabolicas son
llevadas a cabo directamente a través de sus efectos sobre el sistema nervioso
central o que la leptina tiene efectos directos en los tejidos blanco de la
insulina (Kahn y Flier, 2000).

La adiponectina, por su parte, tiene un efecto que parece incrementar la
sensibilidad a la insulina. Favorece la inhibicion de la produccion y liberacion
de glucosa hepatica asi como el transporte de glucosa y su utilizacion en el
tejido adiposo y el musculo. La expresion de la adiponectina estd disminuida
en humanos y ratones obesos (Stumvoll y Hiaring, 2002 citados en Schinner et
al., 2005). De este modo, en humanos, los niveles de adiponectina se
correlacionan directamente con la sensibilidad a la insulina y se sabe que,
ratones deficientes en adiponectina son resistentes a la insulina (Kubota ef al.,
2002 citado en Schinner et al., 2005) e inversamente, la administraciéon de
adiponectina a ratones obesos resistentes a la insulina mejora la sensibilidad a
la insulina (Berg et al., 2001; Yamauchi et al., 2001; Maeda et al., 2002
citados en Schinner et al., 2005).

Por ultimo, con respecto a la resistina se sabe hasta ahora que tiene
efectos antagdnicos a la insulina pues se ha observado, en modelos animales,
que la resistina disminuye el transporte de glucosa dependiente de insulina in
vitro e incrementa los niveles de glucosa en la sangre en ayuno y la
produccion hepdatica de glucosa in vivo (Steppan et al., 2001; Moon et al.,
2003; Pravenec et al., 2003; Rajala et al., 2003 citados en Schinner et al.,
2000).
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RESUMEN

La insulina es una hormona que tiene un papel central en el metabolismo de la glucosa y el
mantenimiento de la normoglucemia y también participa en el metabolismo de los lipidos y
las proteinas. Debido a que es una hormona tan importante es posible pensar en que exista
un mecanismo de regulacion para ella una vez que se encuentra en circulacion. Una
posibilidad es que la insulina en el plasma sanguineo se una a proteinas capaces de regular
su funcion.

Cuando la insulina no puede llevar a cabo sus funciones sobre sus tejidos blanco se
presenta lo que se conoce como resistencia a la insulina. Se han propuesto varias
explicaciones para esta patologia y estan todas relacionadas con alteraciones a nivel del
receptor de insulina o de la via de sefializacion. En este trabajo se propone que ademas
puede haber un mecanismo que impida que la insulina se una a su receptor y que contribuya
a la resistencia a la insulina.

La hipoétesis de este trabajo es que se pueden producir proteinas que se unan a la
insulina regulando su funcidén y que una de estas proteinas podria ser una forma soluble del
receptor de insulina. Los 6rganos que podrian estar produciendo estas proteinas son el
higado, ya que es el 6rgano que recibe el total de la produccion de insulina del pancreas o el
tejido adiposo, ya que en los ultimos afios se ha descubierto que el tejido adiposo puede
actuar como un oOrgano productor de proteinas que también pueden participar en la
regulacion metabdlica.

En este trabajo se analizaron medios de cultivo de hepatocitos y de un modelo de
células adiposas y se buscaron en ellos proteinas capaces de unirse a la insulina y, en
particular, se analizé la presencia de formas solubles del receptor de insulina en dichos
medios.

El resultado mas interesante fue que en el medio de cultivo de los hepatocitos se
encontrd una proteina que llamamos receptor soluble de la insulina, ya que es reconocida
por una anticuerpo dirigido contra la subunidad alfa de dicho receptor. Ademads, la
presencia en el medio de cultivo de esta forma soluble del receptor aumenta dependiendo
de la cantidad de insulina presente en el medio y del tiempo de exposicion de las células a
dicha hormona. Esta observacion es muy importante ya que puede ayudarnos a entender la

fisiologia de la insulina y también fisiopatologias como la resistencia a la insulina.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema de la resistencia a la insulina es complejo y en su desarrollo
pueden participar factores muy diversos y a distintos niveles, aunque todos de
alguna manera relacionados con el receptor de la insulina o su via de
sefalizacion.

También sabemos que la insulina es una hormona fundamental en el
metabolismo y que tanto su ausencia como su exceso pueden causar diversas
alteraciones. Por lo tanto, es posible pensar en un mecanismo de
“amortiguamiento” de los efectos de la insulina, que actie a un nivel diferente
que el de las hormonas contrarreguladoras de la insulina. Una posibilidad es
que exista una proteina en el plasma que se una a la insulina cuando ésta ya ha
sido liberada y en el plasma viaje unida a la hormona.

En condiciones normales dicha proteina se produciria en niveles
basales, pero en condiciones de hiperinsulinemia constante, como la que se
observa en la resistencia a la insulina, habria una sobreproduccién de la
proteina y la insulina quedaria “secuestrada” y no podria llevar a cabo sus
efectos, contribuyendo asi a aumentar la resistencia.

El higado es un organo productor de proteinas y ademas recibe
directamente, a través del sistema portal, el total de la secrecion de insulina
producida en el pancreas. Por lo tanto, existe la posibilidad de que este 6rgano,
sintetice y libere al plasma una proteina que se una a la insulina, y de esta
manera regule su accion sobre los tejidos periféricos, en particular, misculo y
tejido adiposo.

Por otra parte, sabemos que la obesidad esta directamente relacionada
con el desarrollo de resistencia a la insulina y que los adipocitos son células

capaces de producir y secretar proteinas como las adipocinas. Esto nos permite
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pensar que también es posible que los adipocitos produzcan una proteina que
se una a la insulina.

Existen algunos estudios en los cuales se ha observado la presencia de
un receptor de insulina en el medio de cultivo de lineas celulares (Berhanu y
Olefsky, 1982; Whitttaker y Okamoto, 1988; Papa et al., 1993) y en el plasma
sanguineo de humanos (Pezzino et al., 1992), pero no se conoce el significado
fisiologico de dichos descubrimientos. Sin embargo, es relevante notar que ya
se ha observado un receptor soluble de insulina.

En 1982, Berhanu y Olefsky marcaron con insulina radioactiva el
receptor de insulina presente en linfocitos IM-9 de humano y demostraron que
del medio de cultivo de dichas células se puede recuperar una proteina
marcada que, en condiciones reductoras, tiene un peso aproximado de 125
kDa y que dicha proteina se libera al medio de cultivo en funcién del tiempo
(Bernahu y Olefsky, 1982). Esta es una de las primeras evidencias de que el
receptor de insulina o una parte de éste pueden librarse al medio. Mas adelante
Wittaker y Okamoto reportaron que las células de raton de la linea NIH3T3
que son transfectadas con una forma reducida del receptor de insulina, que no
incluye las regiones transmembranal ni citoplasmica, pueden secretar al medio
de cultivo una forma soluble de dicho receptor que conserva sus
caracteristicas estructurales y funcionales ya que puede formar estructuras
heterotetraméricas similares a las del receptor de insulina presente en la
membrana y también es capaz de unirse a la insulina (Whittaker y Okamoto,
1988). Ademas, en 1993, Papa y colaboradores reportaron que tres lineas
celulares de humano, IM-9, MCF-7 y Hep-G2 y una de ratén, 3T3,
transfectadas con el receptor de insulina humano, liberan al medio de cultivo
una forma intacta y funcional del receptor de insulina. En este estudio se

caracteriza detalladamente el receptor encontrado en el medio de cultivo de las
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células IM-9 y se observa que la forma secretada de dicho receptor tiene
caracteristicas estructurales y funcionales muy similares a las del receptor de
insulina purificado de la membrana de estas mismas cé€lulas. Ambos tienen
una afinidad de uniéon con la insulina muy similar y tanto en el medio de
cultivo como en la membrana se presentan en forma de una estructura
tetramérica con un peso aproximado de 400 kDa que en condiciones
reductoras se separa en subunidades o con un peso aproximado de 130 kDa y
subunidades B de aproximadamente 95 kDa (Papa et al., 1993).

Por otro lado, existe un reporte de la presencia de una forma soluble del
receptor de insulina en el plasma sanguineo de humanos. Dicho receptor fue
aislado del plasma de dos individuos sanos por medio de cromatografia y se
identificé con un radioinmunoensayo (RIA, radioimmunoassay) especifico
para el receptor de insulina. Al caracterizarlo se observo que este receptor es
capaz de unir insulina marcada radioactivamente, ['*I]insulina, y que, al
separarlo por electroforesis en condiciones desnaturalizantes, forma una banda
de 135 kDa, que corresponde al peso de la subunidad a del receptor de
insulina, asi como otras bandas con pesos que van de los 80 a los 50 kDa
aproximadamente (Pezzino et al., 1992).

Ademas existen reportes interesantes que relacionan la expresion de un
receptor soluble de la insulina en el plasma sanguineo con un efecto sobre la
regulacion del metabolismo de la glucosa. El primero de estos estudios se
llevd a cabo en un ratdon transgénico que expresa un derivado soluble del
ectodominio del receptor de insulina. Este derivado del receptor se acumula en
el plasma del ratén y se une a la insulina con alta afinidad, de modo que una
porcion importante de la insulina total presente en le plasma estd unida a esta
porcion soluble del receptor. En este raton se observan alteraciones

importantes en la homeostasis de la glucosa que incluyen una hiperglucemia y
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un incremento en la produccion hepatica de glucosa, ademas de
hiperinsulinemia (Schaefer et al., 1994).En el segundo, la inyeccion de la
subunidad o del receptor de insulina en ratones provoca una hiperglucemia
muy marcada, lo cual muestra que la presencia de la subunidad a en forma
soluble en el plasma de los animales puede unirse a la insulina e inhibir sus
acciones en el mantenimiento de la normoglucemia (Kanezaki et al., 2003).
Todo lo anterior nos lleva a pensar en la posibilidad de que una de las
proteinas secretadas, ya sea por el higado o por el tejido adiposo, pudiera ser
una forma soluble del receptor de insulina. Si esta forma soluble del receptor
se liberara en respuesta a una elevacion de insulina, es posible que, ademas de
tener una funcién amortiguadora de los efectos de la insulina, pudiera
participar en el desarrollo de la resistencia a la insulina, ya que al haber un mal
funcionamiento y una hiperinsulinemia constante, el receptor se estaria
produciendo en forma excesiva y no permitiria que la insulina llegara a sus

tejidos blanco y llevara a cabo sus efectos.
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HIPOTESIS

El higado y el tejido adiposo producen proteinas que podrian unirse a la
insulina y regular su accion. Una de estas proteinas podria ser una forma

soluble del receptor de insulina.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es explorar si los hepatocitos y los
adipocitos en cultivo pueden producir y liberar al medio extracelular proteinas
que se unan a la insulina. Una de estas proteinas podria ser una forma soluble

del receptor de insulina.

Objetivos especificos

e Analizar el medio de cultivo de los hepatocitos y buscar en ¢l una forma
soluble del receptor de insulina.

e Analizar el medio de cultivo de las células 3T3-L1 diferenciadas en
adipocitos (usadas como modelo de células adiposas) y buscar en €l una
forma soluble del receptor de insulina.

e Analizar la relacion entre los niveles de insulina en el medio y los
niveles del receptor soluble en el medio de cultivo de hepatocitos y

adipocitos 3T3-L1.
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MATERIALES Y METODOS

Diferenciacion de células 3T3-L1

Para analizar las proteinas que los adipocitos podrian estar secretando al
medio de cultivo y ahi unirse a la insulina se utilizaron células de raton 3T3-
L1 diferenciadas en adipocitos, como modelo de células adiposas.

Las células 3T3-L1 son células de una linea celular de fibroblastos de
raton que tienen la capacidad de diferenciarse en células parecidas a
adipocitos de manera espontanea si permanecen varios dias en un cultivo
confluente (Green y Kehinde, 1974 citados en Rubin et al., 1978). El
tratamiento de las 3T3-L1 con insulina, I1-metil-3-isobutilxantina y
dexametasona acelera la diferenciacion (Rubin et al., 1978).

Para lograr la diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos se llevo a

cabo el siguiente protocolo:

* Las celulas 3T3-L1 se cultivaron en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Médium) con glucosa baja (5.6 mM),
adicionado con un 10 % de suero bovino fetal y un 1 % de penicilina-
estreptomicina (DMEMc). Se mantuvieron en una atmosfera al 5 % de
CO2 y a una temperatura de 37 °C, hasta que alcanzaron confluencia.

* Dos dias post-confluencia se inicid la diferenciacion. Para inducirla se
adiciond al medio de cultivo dexametasona en una concentracion de
0.25 puM, 0.5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina e insulina en una

concentracion de 4 pg/ml.
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* Transcurridos dos dias se retir6 el medio de diferenciacion y se agregd
medio de cultivo con insulina en una concentracion de 5 pg/ml, en el
cual permanecieron durante otros dos dias.

Al concluir los cuatro dias de tratamiento las transformaciones
morfoldgicas en las células fueron muy evidentes (cambio de una forma
alargada de los fibroblastos 3T3-L1 a una mucho mas circular de los
adipocitos y una acumulacion de granulos de grasa en el citoplasma de las
cé¢lulas diferenciadas). Estas células diferenciadas se utilizaron para los

experimentos posteriores.

Cultivo y tratamiento de adipocitos 3T3-L1

Las células diferenciadas fueron tratadas con distintas concentraciones de

insulina y glucosa para lo cual se llevo a cabo el protocolo que sigue:

* Los adipocitos se sembraron en cajas de cultivo de 12 pozos con una
densidad de 250,000 células por pozo, en DMEMc con 5 pg/ml (0.85
nM) de insulina, donde permanecieron 24 horas antes de iniciar el
tratamiento con concentraciones mayores de insulina.

* Al dia siguiente se retird el medio con 5 pg/ml (0.85 nM) de insulina y
las células cultivadas en DMEM sin suero bovino fetal y con 100
unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Se trataron
con 0, 1.7, 4.25 y 8.5 nM de insulina.

* FEl medio de cultivo de las células con los diferentes tratamientos se

recupero a las 48 y 96 horas en cultivo.
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* Los medios recuperados se centrifugaron para eliminar detritos
celulares o células que pudieran estar flotando y se conservaron

congelados a -70°C.

En una segunda etapa experimental, los adipocitos se cultivaron del mismo
modo pero se modificaron las concentraciones de glucosa en el medio, de
manera que ademds de los cuatro grupos iniciales, otro grupo de células se
trato con 15.6 mM de glucosa. En todos los casos, los medios fueron
recuperados a las 48 y 96 horas de cultivo, centrifugados y conservados a -70

grados centigrados.

Inmunocitoquimica de adipocitos 3T3-L1

Los adipocitos 3T3-L1 ya diferenciados fueron levantados de la caja de
cultivo con una solucion dispersante sin calcio y sembrados en vidrios
previamente tratados con poli-I-lisina para promover su anclaje.

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1 hora y
después se lavaron con PBS 0.1 M tres veces durante 5 min y tres veces mas
con TBS 0.1 M. Se incubaron con un anticuerpo policlonal levantado en
conejo dirigido contra la subunidad alfa del receptor de insulina (Sta. Cruz; sc-
710), diluido en TBS 0.1 M con 1% de suero normal de cabra (SNC), en una
concentracion de 1:100, durante 48 horas a 4 °C. Después las células fueron
lavadas con TBS 0.1 M con 1% suero normal de cabra (SNC) durante 10 min
y se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a FITC levantado en
cabra contra IgG de conejo (Jackson; 111-095), diluido en TBS 0.1 M con 1%
SNC, en una concentracion de 1:100. La incubacion con el anticuerpo

secundario dur6 1 hora, se hizo a temperatura ambiente y protegida de la luz.
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Pasada la hora de incubacioén con el anticuerpo secundario, las células
se lavaron con TBS 0.1 M tres veces durante 5 min y después se montaron en
portaobjetos con medio de montaje (Dako Cytomation).

Se obtuvieron imagenes de las células en el microscopio confocal, con

longitudes de onda de excitacion a 488 nm y de emision a 522 nm.

Cultivo y tratamiento de hepatocitos de rata

El aislamiento de los hepatocitos se llevo a cabo en el laboratorio de la Dra.

Marina Macias, de acuerdo con el siguiente protocolo:

* El higado de una rata Wistar macho adulto de aproximadamente 250 g,
se perfundio con Krebs-Ringer sin calcio (amortiguado con bicarbonato
de sodio a pH de 7.35-7.4 y gaseado con una mezcla de 95% de O, y
5% de CO,), para remover la sangre.

* Enseguida, se perfunde de 2 a 3 min con Krebs-Ringer + CaCl,.

* Transcurridos los tres minutos, el higado se perfundi6 con Krebs-Ringer
+ CaCl, + 20 mg de Colagenasa durante aproximadamente 20 min,
recirculando.

* EIl higado digerido se colocd en una caja de petri de plastico y las
células se rasparon con la parte posterior de una micropunta de una
pipeta 1 ml.

* Las celulas se filtraron con tela de tul y se colocaron en un tubo cénico
de 50 ml. Se afiadi6 Krebs-Ringer + CaCl, hasta tener un volumen de

45 ml. Se tap¢ el tubo y se agitdé suavemente.
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Se centrifugd a 400 rpm durante 2 min y luego se removid el
sobrenadante y las cé€lulas se lavaron de dos a tres veces mas con el
mismo buffer, hasta recuperar un sobrenadante de color claro.

Se tomo6 una alicuota del medio con células en suspension para
cuantificar la viabilidad con azul tripano (cuando la viabilidad era
mayor al 75% se seguia con el cultivo, si no era asi las células se
desechaban y se iniciaba un cultivo nuevo).

En condiciones de esterilidad, las células se lavaron dos veces mas con
PBS+Antibioticos (50 pg/ml de gentamicina, 100 unidades/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 4 pg/ml de trimetropim y 20
ug/ml de sulfametaxol) a 400 rpm, durante dos minutos.

Después de los lavados, las células se resuspendieron en PBS + Percoll
en una proporcion 1:1 y se mezclaron por inversion. Se centrifugod 5
min a 800 rpm. El lavado con Percoll se da para retirar las células
muertas que pudieran estar presentes en el sedimento.

Se retir6 el sobrenadante y el sedimento de celulas se resuspendio en
medio de anclaje a temperatura ambiente.

Se tomo una pequefia alicuota de 50 a 100 pl de células, se afiadid una
cantidad igual de azul de tripano y se contaron las células en un
hemocitometro.

Las células se sembraron en cajas de plastico de 100 mm cubiertas con
coldgena tipo 1 y estériles, en una densidad de 2.5 10> células/ml.

Las células se dejaron en medio de anclaje durante 3 a 4 horas para que

se pegaran al fondo de la caja y luego poder cambiarles el medio.
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El medio de anclaje se prepard de la siguiente manera: en un litro de
medio DMEM de baja glucosa (5.6 mM) con 10 % de suero bovino fetal, se
agregaron 200pg/ml de BSA (Bovine Serum Albumin), 3-mM de Hepes, ImM

de piruvato de sodio, 510 pg/ml de bicarbonato de sodio, 1mg/ml de

galactosa, 30 pg/ml de prolina, 4mM de glutamina, 50 pg/ml de gentamicina,

100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 250 ng/ml de

fungizona, 4pug/ml de trimetropim y 20 pg/ml de sulfametaxol , ITS (Insulina

Transferrina Selenito: 10 ng/ml de insulina, 5.5 ng/ml de transferrina, 6.7

pg/ml de selenito de sodio).

En el laboratorio, los hepatocitos ya aislados y adheridos a la caja de

cultivo se trataron de la siguiente manera:

Se retir6 el medio de anclaje y se agregd medio de alimentacion, que se
preparo igual que el de anclaje pero sin suero bovino fetal. El medio
que se utilizd, en lugar de ITS se prepard con las cantidades
equivalentes de transferrina y selenito de sodio contenidas en 10 ml de
ITS (0.55 g/l y 0.67 mg/l, respectivamente) y sin insulina, para poder
controlar la concentracion de insulina en el medio de manera mas
precisa durante el tratamiento de las células. Ademas, se agregd glucosa
para tener una concentracion final de 10.6 mM.

Las células fueron divididas en grupos y a cada grupo se le cultivd con
medio de alimentacion con las siguientes concentraciones de insulina y
glucosa: en una primera etapa experimental se utilizaron con 5.6 mM de
0,1.7,3.4y 8.5 nM de insulina y 5.6 mM de glucosa, y en una segunda
etapa 0 pM, 50 pM, 100 pM, 500 pM y 1nM de insulina y 10.6 mM de

glucosa.
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* Los hepatocitos se mantuvieron en cultivo con los diferentes
tratamientos y se recuper6 el medio de cultivo a las 48 y 96 horas.

* Tanto el medio recuperado a las 48 horas como el de 96 horas se
centrifugaron durante 10 min a 1, 500 rpm para eliminar detritos
celulares o células que pudieran estar flotando en él. Se recuperd el

sobrenadante y se conservo en congelacion a -70 °C.

Electroforesis e inmunotransferencia tipo Western blot

Los medios de cultivo recuperados tanto de los adipocitos 3T3-L1 como de los
hepatocitos se descongelaron y concentraron por ultrafiltracion utilizando
microconos con un punto de corte de 3 kDa (Millipore). Se recuperd 50 % del
volumen inicial.

El contenido de proteina total presente en el medio concentrado se
cuantifico utilizando el método de Bradford con un kit de BioRad.

Las proteinas contenidas en los medios concentrados fueron separadas
por medio de una electroforesis en un gel nativo de acrilamida-bisacrilamida
(Ornstein-Davis) con un gradiente de concentracion de acrilamida de 5 a 20 %
(como se describe en el disefio experimental) y posteriormente transferidas a
una membrana de PVDF.

La membrana se bloque6 1 hora a 37 °C con leche descremada al 2.5 %,
preparada en TBS con 0.1 % de Tween (TBS-T).

Transcurrida la hora del bloqueo, la membrana se incub6 durante toda la
noche a 4°C con un anticuerpo policlonal levantado en conejo dirigido contra
los primeros 20 aminoacidos de la regiéon amino terminal de la subunidad a
del receptor de insulina (Sta. Cruz; sc-710, concentracion 1:200), con un

anticuerpo policlonal levantado en conejo dirigido contra los aminoacidos
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941-1010 de la subunidad beta del receptor de insulina (Sta. Cruz; sc-20739,
concentracion 1:200) o con un anticuerpo levantado en cobayo contra insulina
(ICN; 651041, concentracion 1:5000). Los anticuerpos se diluyeron en leche
descremada al 2.5 % preparada en TBS-T.

Al dia siguiente las membranas se lavaron con TBS-T, tres veces
durante 15 minutos y luego se pusieron a incubar durante 1 hora a 37 °C con
un anticuerpo secundario. Como anticuerpos secundarios se utilizaron un
anticuerpo conjugado con peroxidasa HRP levantado en cabra contra IgG de
conejo (Sta Cruz; sc-2004, dilucion 1:5,000) o un anticuerpo conjugado con
peroxidasa HRP levantado en conejo contra IgG de cobayo (Zymed; 61-4620,
dilucion 1:3,000). Ambos anticuerpos se diluyeron en leche descremada al 2.5
% preparada en TBS-T.

Las membranas se lavaron con TBS-T (tres veces durante 15 minutos) y
con TBS (dos veces durante 5 min) y las proteinas se detectaron utilizando el

sistema de ECL plus (Amersham).

Cuantificacion de bandas del receptor de insulina en Ila

inmunotransferencia (Western blot)

El 4rea y la intensidad de las bandas fueron analizadas con el programa Image
J (Wayne Rasband; Nacional Institute of Health, USA) . Los valores de
intensidad y area se normalizaron con respecto al control (medio condicionado

de las células sin insulina) tomado como el 100% de expresion.
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Analisis estadistico

Los porcentajes de area e intensidad de la banda se analizaron en el programa
Stat View 4.57 (Abacus Concepts, Cary, NC) y se hizo una ANOVA factorial

con una prueba de Fisher para obtener el significado estadistico.

Disefio experimental

Para analizar los medios de cultivo tanto de los hepatocitos como de los
adipocitos 3T3-L1 y analizar las proteinas presentes en ellos se llevo a cabo el
siguiente disefio experimental.

En primer lugar se separaron las proteinas en geles nativos de
acrilamida, utilizando un sistema de buffer discontinuo (PAGE nativo
discontinuo, Ornstein-Davis), es decir que el gel esta dividido en dos regiones
principales, la region concentradora y la region separadora.

Se decidid utilizar un gel nativo pues en la preparacion de este tipo de
geles no se utilizan agentes desnaturalizantes y ademas se utilizo un buffer de
carga sin SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ni mercaptoetanol, que son los
agentes desnaturalizantes que suelen utilizarse en la separacion de proteinas
por SDS-PAGE. El buffer de corrida que se utilizo fue el de tris-glicina y
también se prepard sin SDS. De este modo se busco que las posibles uniones
de las proteinas presentes en el medio con la insulina se conservaran.

Después de varias pruebas, se decidid utilizar en la region separadora un
gel en gradiente de 5 a 20 % de concentracion de la acrilamida, de manera que
la insulina libre, que es una proteina de peso molecular bajo, quedara dentro
del gel en la region de mayor concentracion y las proteinas de pesos
moleculares mas altos pudieran entrar al gel y separarse en la regidn menos

concentrada.
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Posteriormente se realiz6 una inmunotransferencia de tipo western blot
utilizando un anticuerpo dirigido contra la insulina, para localizar las bandas
positivas a la insulina y después poder analizarlas con mas detalle.
Suponiendo que en el medio de cultivo de las células existieran proteinas
capaces de unirse a la insulina, al revelar la inmunotransferencia se esperaria
encontrar una banda de bajo peso molecular (alrededor de 6kDa) que
corresponderia a la insulina libre agregada al medio pero ademas podrian
aparecer bandas con pesos moleculares mayores que corresponderian a la
insulina unida con otras proteinas del medio.

En una primera etapa experimental, tanto los hepatocitos como los
adipocitos fueron cultivados con 5.6 mM de glucosa y 0, 1.7, 3.4 y 8.5 nM de
insulina. Mas adelante, a los adipocitos también se les tratd6 con 15.6 mM de
glucosa en el medio, para reproducir las condiciones que se presentan durante
la resistencia a la insulina, es decir, hiperglucemia e hiperinsulinemia.

En una segunda etapa experimental, al no haber resultados positivos con
los adipocitos, los andlisis se llevaron a cabo solamente con los medios de
cultivo de los hepatocitos. Ademas, las células se trataron con 0 pM, 50 pM,
100 pM, 500 pM y 1nM de insulina y 10.6 mM de glucosa, ya que estas
concentraciones de insulina son mas cercanas a los niveles fisiologicos y a los

que pueden encontrarse en un estado de hiperinsulinemia (Song et al., 2000).
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RESULTADOS

1. Deteccion de proteinas que se unen a la insulina en el medio de cultivo

de hepatocitos

Al revelar la inmunotransferencia del medio de cultivo de los hepatocitos con
el anticuerpo dirigido contra insulina, ademas de encontrar una banda en un
peso molecular bajo, correspondiente a la insulina presente en el medio, se
observaron otras bandas de pesos moleculares mas altos (entre 60 y 250 kDa),
que son las que podrian corresponder a proteinas unidas a la insulina.

En la figura 4A se muestra una inmunotransferencia del medio de
cultivo de los hepatocitos, llevada a cabo con un anticuerpo dirigido contra la
insulina. En la imagen pueden observarse, en la parte superior, una banda
gruesa intensa (con un peso de alrededor de 250 kDa), dos mas pequetias
enseguida de ésta (con pesos de entre 150 y 100 kDa) y, hacia la mitad del gel,
una cuarta banda (con un peso aproximado de 60 kDa).

Sabiendo que la insulina se une a la parte externa del receptor, entre las
dos subunidades alfa, se decidid6 probar si una de las bandas podria
corresponder a la subunidad alfa del receptor de insulina. Como puede
apreciarse en la figura 4B, cuando se llevo a cabo la inmunotransferencia del
medio de cultivo de los hepatocitos con un anticuerpo dirigido contra la
subunidad a del receptor de insulina, aparecieron dos bandas de alto peso
molecular en posiciones muy similares a las que aparecen en la figura 4A, lo
que permite pensar que parte de la insulina que se agrega al medio de cultivo
puede unirse a estas proteinas de alto peso molecular. Dichas proteinas
podrian ser formas solubles del receptor de insulina ya que son reconocidas

por un anticuerpo dirigido contra dicho receptor.
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Concentracion de insulina Concentracion de insulina

Figura 4. Presencia de la insulina y de la subunidad alfa del receptor de insulina en el
medio de cultivo de hepatocitos. Se muestra una inmunotransferencia representativa del
medio de cultivo de hepatocitos colectado a las 96 horas de cultivo y tratados con 100 pM,
500 pM y 1 nM de insulina en el medio. En A se muestra la inmunotransferencia hecha con
un anticuerpo que reconoce insulina y se indican las cuatro bandas que se forman mientras
que en B la inmunotransferencia se hizo con un anticuerpo que reconoce la subunidad a del
receptor de insulina y se indican con flechas las dos bandas presentes.

Al llevar a cabo la separacion de las proteinas del medio de cultivo de
hepatocitos y reconocerlas por medio de una inmunotransferencia con el
anticuerpo dirigido contra la subunidad a del receptor de insulina, se observo,
en cuatro experimentos independientes, que la banda 1 aparece en todos los

casos, pero la banda 2 aparecié solamente en uno de los experimentos. Por lo
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tanto, los andlisis siguientes se enfocaron en la banda de mayor peso
molecular (alrededor de 250 kDa), pues la banda 2 puede ser una proteina que

el anticuerpo reconoce por una reaccidn inespecifica.

2. Células 3T3-L.1 como modelo de adipocitos y analisis del medio de

cultivo de las células diferenciadas

Contrario a lo observado en los hepatocitos, al analizar el medio de cultivo de
los adipocitos 3T3-L1 y llevar a cabo la inmunotransferencia con el anticuerpo
dirigido contra la insulina solamente se form6 una banda de bajo peso
molecular que corresponde a la insulina presente en el medio, pero no se
form6 ninguna banda de mayor peso molecular que pudiera indicar la

presencia en el medio de cultivo de proteinas unidas a la insulina.

Por otro lado, al realizar el western blot de estos mismos medios de
cultivo con el anticuerpo que reconoce la subunidad a del receptor de insulina
tampoco se observo sefial positiva en ninguno de los casos, ni en la primera
etapa experimental, ni durante la segunda en la que los adipocitos se trataron

con concentraciones altas de glucosa (15.6 mM) e insulina (8.5 nM).

Para asegurarnos de que este resultado negativo no se debiera a que el
receptor de insulina de los adipocitos 3T3-L1 no estuviera siendo reconocido
por el anticuerpo utilizado para hacer la inmunotransferencia se llevaron a
cabo inmunocitoquimicas de los adipocitos 3T3-L1 al concluir el proceso de

diferenciacion utilizando el mismo anticuerpo.

Como puede observarse en la figura 5, el receptor de insulina de la
membrana de los adipocitos fue reconocido en todas las células. En la figura

5A puede observarse que en algunas cé¢lulas la sefial del anticuerpo fue mas
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intensa por lo que es probable pensar que existe una diferencia en el numero
de receptores presentes en la membrana de las distintas células. También
puede notarse, tanto en SA como en 5B, que las células 3T3-L1 presentaron
una heterogeneidad de formas y tamafios, ain después de completar el

tratamiento para inducir su diferenciacion.

Al concluir el protocolo de diferenciacion la mayoria de las células
presentaron cambios morfoldgicos muy evidentes. En primer lugar se observo
un cambio de forma alargada de los fibroblastos a una forma circular de los
adipocitos diferenciados. Ademads, se produjo una acumulacion de gotas de
lipidos en el citoplasma de las células. Sin embargo, un porcentaje pequetio de
las células permanecid con caracteristicas de fibroblastos a una morfologia
intermedia entre fibroblasto y adipocito. En la figura 5B se muestra una
imagen representativa de un conjunto de células que no alcanzaron a

diferenciarse por completo.

Los resultados de las inmunocitoquimicas nos permitieron concluir que
los adipocitos 3T3-L1 si expresan el receptor de insulina en su membrana pero
no parecen liberarlo al medio de cultivo, ni en condiciones control, ni en

presencia de insulina.
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Figura 5. Presencia del receptor de insulina en adipocitos 3T3-L1. En la imagen A se
muestra un conjunto de células con una morfologia representativa de adipocitos 3T3-L1
diferenciados y en la imagen B hay un grupo de células con morfologias intermedias entre
fibroblasto y adipocito. Ambas inmunocitoquimicas se llevaron a cabo utilizando un
anticuerpo dirigido contra la subunidad o del receptor de insulina.

3. Analisis del receptor soluble de insulina en el medio de cultivo de los

hepatocitos

Debido a que en el medio de cultivo de los adipocitos 3T3-L1 no se observo la
presencia de proteinas reconocidas por el anticuerpo dirigido contra el
receptor de insulina, los siguientes experimentos se llevaron a cabo utilizando
solamente el medio de cultivo de los hepatocitos y analizando con particular
atencion la banda con un peso molecular cercano a los 250 kDa, que es la que
creemos que podria ser una forma soluble del receptor de insulina.

Se analizd la apariciéon de dicha banda en los medios de cultivo
colectados a las 48 y 96 horas de cultivo y se observd su relacion con la

concentracion de insulina con la fueron tratados los hepatocitos.
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3.1 El receptor soluble en el medio de cultivo de 48 horas

En la figura 6A puede observarse una inmunotransferencia representativa de
cuatro experimentos independientes llevados a cabo con medios colectados a
las 48 horas de cultivo. Puede apreciarse que la banda que corresponde a la
forma soluble del receptor de insulina aparecid en el medio cultivo de las
c¢lulas tratadas con las cuatro concentraciones de insulina e incluso estuvo
presente en el medio de cultivo de las células control que no fueron tratadas
con insulina. Sin embrago, el tamafio y la intensidad de la banda no son
diferentes en los medios de las células de los distintos tratamientos con se

observo insulina, como puede apreciarse en las graficas B y C de la figura 6.

c 50pM 100pM 500pM 1nM

A) Subunidad a del Rl d T _—

B) Area de la banda C) Intensidad de la banda

1407 1407
1207
1207 T T T
I T =
00 = 1007
Cle =19
=} = s 801
- o 801 =238
ST =B
s ] 25 607
e 2E
38 32
S 40 40
20 20
0 r r r r r 0 T T T r r
c 50pM 100pM 500pM 1nM c 50pM  100pM 500pM  1nM
Concentracion de insulina Concentracién de insulina

Figura 6. Efecto de la concentracion de insulina sobre la presencia de la subunidad a
del receptor de insulina en el medio de cultivo de los hepatocitos colectado a las 48
horas. En A) se muestra un western blot representativo de la banda reconocida con un
anticuerpo dirigido contra la subunidad o del receptor de insulina. En las graficas se
muestran en B) el tamafio y en C) la intensidad de la banda representados en forma de
porcentaje, considerando al control como 100%; n=4.

47



3.2 El receptor soluble en el medio de cultivo de 96 horas

Al analizar el medio de cultivo recolectado después de que las células
permanecieron 96 horas en cultivo, en presencia de las diferentes
concentraciones de insulina, se observo que, al igual que en los medios
recolectados a las 48 horas, la banda que corresponde a la subunidad alfa del
receptor de insulina aparece en todos los casos, aun en el medio de las cé¢lulas
control, que fueron cultivadas sin insulina en el medio.

Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en los medios colectados a
las 48 horas, en los medios de 96 horas se observd que dicha banda aumenta
de tamafio dependiendo de la cantidad de insulina con la que hayan sido
tratadas las c€lulas. Dicho aumento puede observarse en la figura 7A donde se
muestra una inmunotransferencia representativa de tres experimentos
independientes.

Al analizar con mas detalle las bandas pudo observarse que el
incremento del tamafio de la banda es significativo en todos los tratamientos
con respecto al control, como est4 representado en la grafica B de la figura 7.
La intensidad de la banda también aumenta pero dicho aumento solamente es
significativo, con respecto a las células control, cuando se trata a los
hepatocitos con 500 pM y 1 nM de insulina, como se muestra en la grafica C
de la misma figura.

Por otra parte se analizd la posible presencia de la subunidad B del
receptor de insulina en el medio de cultivo de los hepatocitos. Para lograrlo
también se llevaron a cabo inmunotransferencias de tipo western blot pero se
utilizé un anticuerpo dirigido contra la subunidad B de dicho receptor. Sin

embargo, los resultados fueron negativos.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de insulina sobre la presencia de la subunidad a
del receptor de insulina en el medio de cultivo de los hepatocitos colectado a las 96
horas. En A) se muestra un western blot representativo de la banda reconocida con un
anticuerpo dirigido contra la subunidad o del receptor de insulina en la que puede
apreciarse el incremento de la subunidad o del receptor de insulina dependiente de la
concentracion de insulina en el medio. En las graficas se muestran en B) el tamafio y en C)
la intensidad de la banda representados en forma de porcentaje, considerando al control
como 100%. *p<0.05, **p<0.01 con respecto al control; +p<0.05, Tp<0.01 con respecto al
tratamiento con 50 pM de insulina; n=3.

Los resultados de los analisis de los medios de cultivo nos permitieron
concluir que los hepatocitos liberan al medio de cultivo una proteina que es
reconocida por un anticuerpo especifico para la subunidad alfa del receptor de
insulina, pero no por un anticuerpo que reconoce la subunidad alfa de dicho
receptor. Dicha proteina se libera al medio atin en ausencia de insulina, por lo

que podemos decir que su liberacion es constitutiva.
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DISCUSION

La observacion principal de esta tesis es que los hepatocitos producen y
secretan al medio una proteina que podria ser la subunidad alfa del receptor de
insulina, ya que es reconocida por un anticuerpo dirigido contra dicha

subunidad.

Como se detalld en el planteamiento del problema, en la literatura se
pueden encontrar algunos reportes de la existencia de diferentes formas
solubles del receptor de insulina en el medio de cultivo de lineas celulares
transfectadas o no con dicho receptor. Sin embargo, en la literatura no existen
reportes de la presencia del receptor de insulina en el medio de cultivo de
células en cultivo primario y no se propone una funcion para las formas

solubles que hasta ahora han sido encontradas.

En este trabajo nosotros encontramos que una proteina, que es
reconocida por un anticuerpo especifico contra la subunidad alfa del receptor
de insulina, se libera al medio de cultivo de los hepatocitos de rata en cultivo
primario. Aunque en ninguno de nuestros analisis encontramos una sefial
positiva para la subunidad beta del receptor de insulina, no podemos descartar
la posibilidad de que una fracciéon de dicha subunidad también se libere al
medio. El anticuerpo que utilizamos para reconocer la subunidad beta esta
dirigido contra una region que abarca los aminoacidos 941-1010 del receptor
de insulina humano (equivalentes a los aminoacidos 942-1008 del receptor de
rata) y dichos aminoicidos se encuentran en su mayoria en la region
transmembranal e intracelular de la subunidad beta, por lo que, si la region de
la subunidad beta del receptor que se libera al medio esta en la parte

extracelular del receptor (aminoacidos 764-957), puede no ser reconocida por
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nuestro anticuerpo. Para descartar esta posibilidad, seria necesario hacer
pruebas con un anticuerpo dirigido especificamente contra la region

extracelular de la subunidad beta del receptor de insulina.

La proteina presente en el medio de cultivo de los hepatocitos que
llamamos receptor soluble, aparecid siempre en el western blot con un peso de
250 kDa o un poco superior, el cual es el doble del peso de la subunidad alfa
de entre 125 y 130 kDa. Sin embargo, debido a que siempre separamos las
proteinas en geles nativos, existe la posibilidad de que la subunidad alfa se
esté¢ liberando en forma de un homodimero, que es la forma en que se
encuentra en el receptor cuando esti asociado a la membrana celular, y que la
union entre las dos subunidades alfa se conserve debido a la ausencia de
agentes desnaturalizantes durante la electroforesis. Ademads, si como
suponemos la proteina que llamamos receptor soluble es capaz de unir
insulina, en un gel nativo esta union se mantendria modificando la migracion

de la proteina.

El resultado mds interesante que observamos al analizar el medio de
cultivo de los hepatocitos es que, ademas de que en todos los casos la proteina
que llamamos receptor soluble estuvo presente, su presencia en el medio de
cultivo colectado a las 96 horas, aumentd dependiendo de la concentracion de
insulina. Aun en ausencia de insulina dicha proteina estd presente en el medio
de cultivo de los hepatocitos, lo cual permite suponer que en condiciones
basales los hepatocitos pueden estar liberando al medio una region del
receptor de insulina. Sin embargo, el hecho de que a una mayor concentracion
de insulina, la presencia de la proteina sea mayor en el medio, apoya la idea de
que la liberacion del receptor soluble al medio extracelular depende de la

concentracion de insulina en el mismo. Observaciones similares han sido
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descritas anteriormente por Berhanu y Olefsky en 1982, quienes observaron
que en los linfocitos IM-9 la presencia de una forma soluble del receptor de
insulina aumenta en el medio de cultivo de células luego de que son tratadas

durante 16 horas con una concentracion de 1uM de insulina.

En esta tesis, el efecto de la insulina sobre la liberacién al medio del
receptor soluble no se aprecio a las 48 horas sino solamente a las 96 horas, lo
cual sugiere que la liberacion de esta proteina no es solo dependiente de la
concentracion de insulina sino también del tiempo de exposicidon a niveles

altos de la hormona.

En el medio de cultivo recuperado de las células 3T3-L1 diferenciadas
en adipocitos no pudimos observar la presencia de la proteina reconocida por
el anticuerpo dirigido contra la subunidad alfa del receptor de insulina. Sin
embargo debido a que utilizamos una linea celular diferenciada y no un
cultivo primario de adipocitos no podemos descartar la posibilidad de que los

adipocitos en cultivo si liberen al medio una fraccion del receptor de insulina.

Sin embargo, atin cuando los adipocitos no produzcan formas solubles
del receptor de insulina pueden participar en el desarrollo de la resistencia a la
insulina de otras maneras, como mediante la produccion excesiva de acidos
grasos y de adipocinas que pueden alterar la sensibilidad a la insulina en

tejidos como el musculo.

Para poder estar seguros de que la proteina que recuperamos del medio
de cultivo de los hepatocitos, y que Illamamos receptor soluble, es
efectivamente una forma soluble del receptor de insulina es necesario hacer

una caracterizacion mas detallada de dicha proteina.

En primer lugar se podria caracterizar la migracion de la proteina en un

sistema de SDS-PAGE para observar el comportamiento de la misma en
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presencia de agentes desnaturalizantes y comprobar si la proteina se encuentra
en forma de un homodimero de subunidades alfa. Si la proteina estd en forma
de dimero, al desnaturalizarse en presencia del SDS, la union entre
monomeros se perderia y esperariamos observar en el gel una sola banda con
un peso molecular de entre 125 y 130 kDa, que corresponde al peso de una

subunidad alfa.

También seria importante comprobar que nuestro receptor soluble es
capaz de unirse a la insulina lo cual podria llevarse a cabo con experimentos

de union con insulina marcada radiactivamente.

Si demostramos que la proteina que llamamos receptor soluble
corresponde efectivamente a una forma soluble de la subunidad alfa del
receptor de insulina y que dicha forma soluble conserva la capacidad de unir
insulina, las observaciones apoyaran la idea de que el higado puede producir y
liberar al medio una forma soluble del receptor de insulina y que su liberacion
es mayor en presencia de niveles elevados de insulina. Dicha forma soluble
podria actuar en el plasma como amortiguador de la insulina pero también, al
producirse en exceso, podria contribuir al desarrollo de la resistencia a la

insulina.

Para poder comprobar que efectivamente existe una relacion entre la
liberacion al medio de una forma soluble del receptor de insulina (producida
por los hepatocitos) y el desarrollo de la resistencia a la insulina, seria
necesario probar, en primer lugar, que dicha proteina ademas de liberarse
hacia el medio de cultivo se encuentre presente el plasma y, en segundo lugar,
que sus niveles circulantes se incrementen en presencia de niveles altos de

insulina.
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Auln cuando es necesaria una caracterizacion mads detallada de la
proteina que llamamos receptor soluble de la insulina, la observacion de que
su liberacion aumenta dependiendo de la cantidad de insulina con que se trate
a las células, puede ser una observacion relevante para entender la fisiologia y
fisiopatologia de la insulina y puede ayudarnos a entender el fenomeno de la

resistencia a la insulina.
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CONCLUSIONES

e Los hepatocitos en cultivo primario liberan constitutivamente al medio
una proteina que es reconocida por un anticuerpo dirigido contra la
subunidad alfa del receptor de insulina, a la cual llamamos receptor
soluble de insulina.

e La presencia del receptor soluble de insulina en el medio aumenta
dependiendo de la concentracion de insulina con la que son tratados los
hepatocitos y del tiempo de exposicidon a dicha hormona.

e Las células 3T3-L1 diferenciadas en adipocitos, que utilizamos como
modelo de células adiposas, no secretan al medio la proteina que es
reconocida por el anticuerpo contra el receptor de insulina.

e Aln cuando los adipocitos no secreten una forma soluble del receptor
de insulina pueden participar en el desarrollo de la resistencia a la
insulina a través de otros mecanismos.

e Es necesario caracterizar mas detalladamente la proteina recuperada del
medio de cultivo de los hepatocitos para poder asegurar que se trata de
una forma soluble del receptor de insulina.

e La resistencia a la insulina es un fenomeno complejo en el que pueden
participar factores muy diversos. Uno de ellos puede ser la elevacion en
el plasma de formas solubles del receptor de insulina que al unirse a la

hormona no le permitan llevar a cabo sus efectos en el tejido periférico.
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Perspectivas:

e (aracterizar mas detalladamente la proteina que llamamos receptor
soluble en presencia de agentes desnaturalizantes para conocer sus
caracteristicas como peso molecular exacto y determinar la forma en
la que se estd liberando al medio de cultivo de los hepatocitos
(dimero, monomero, etc).

e Comprobar que el receptor soluble es capaz de unirse a la insulina y
determinar la afinidad de unidén por la insulina.

e Secuenciar la proteina recuperada del medio de cultivo de los
hepatocitos para comprobar que se trata de una forma soluble del
receptor de insulina.

e Analizar la liberacidon del receptor al plasma sanguineo en modelos

in vivo de resistencia a la insulina.
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