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l. Resumen

La principal funcion de la insulina es regular la homeostasis de la glucosa. Esta labor implica
mecanismos moleculares complejos que controlan la captacion, el metabolismo de la glucosa
y la gluconeogeénesis en estados sensibles a la insulina. En individuos normales este esquema
se establece por valores altos de glucosa en plasma que desencadenan la secrecion de insulina
por las células beta del pancreas. EI aumento resultante en los valores de la hormona en la
circulacion sanguinea inhibe la produccién hepética de glucosa y estimula un aumento en la
captacion y el almacenamiento de glucosa en el tejido adiposo y en el musculo esquelético,
normalizando de esta manera los valores de glucosa. Todos estos procesos estan mediados por
la activacidn de dos principales vias de sefializacion PI3K/Akt y MAPK. La insulina es una
hormona y su receptor pertenece a la familia de receptores con actividad de tirosina cinasa
(RTKSs). EI LPA es un derivado de fosfolipidos y sus receptores pertenecen a la familia de los
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), su principal funcion esta relacionada con la
supervivencia y proliferacion celular, activando diferentes vias de sefializacién. Poco es lo
que se sabe de su participacion en la regulacion metabdlica. Por tal motivo, en el presente
trabajo se pretende determinar los posibles mecanismos por los cuales el LPA podria
participar en la regulacion de la via de sefializacion de insulina. Para ello, se utilizaron células
C9 de epitelio de higado de rata, las cuales expresan de manera enddgena 3 receptores para
LPA (LPAR), donde se encontrd que tanto el LPA como la insulina activan a las dos vias de
sefializacion de insulina PI3K/Akt, al fosforilar los dos residuos de activacion la Ser473 y la
Thr308, la respuesta es dependiente del tiempo y la concentracion. Al parecer el LPA tiene un
efecto aditivo sobre las vias de sefializacion de la insulina, sin embargo, tenemos evidencia
que sugiere que el LPA podria estar sensibilizando a las vias PI3K/Akt y MAPK. Ademas, se
observo que la via de las MAPK también es activada por insulina 'y LPA, llevando a cabo sus
efectos en la fosforilacion de ERK1/2. Se observo que los receptores IR y EGFR son

transactivados por LPA.



1. Introduccion

A finales del siglo XI1X la diabetes ya era considerada como una enfermedad que afecta a
nivel mundial, esta es razén suficiente, por la cual numerosos médicos iniciaron una serie de

investigaciones que los llevaron a descubrir la insulina y la relacion que tiene con la diabetes.

En 1868 Paul Langerhans descubrié unas ramificaciones celulares en el pancreas pero
ignoraba la funcion de estas células, y en 1893 Edouard Laguesse denomind a estas
ramificaciones celulares como islotes de Langerhans. Sharper-Schafer descubrié que la
sustancia que estos islotes secretaban, controlaba el metabolismo de los carbohidratos, es
decir que el pancreas participa en transformar en energia el azicar que se ingiere con los
alimentos. Cuando se reduce la produccion de esta sustancia por mal funcionamiento de esta
glandula, aumenta la cantidad de glucosa en sangre y se produce la hiperglucemia,
provocando serios trastornos que atacan la salud (Goodman et al., 2001).

Esta importantisima sustancia, fue aislada en 1921 por los cientificos canadienses,
Frederick Banting, Charles Best y James Macleod, quienes le dieron el nombre de insulina y
en 1923 recibieron el Premio Nobel de Medicina por este descubrimiento (Goodman et al.,
2001).

Actualmente, la insulina es una de las hormonas polipeptidicas mejor estudiadas. Fue la
primera cuya secuencia completa de aminoéacidos se establecié y la primera hormona

sometida a clonacion molecular.



2.1 Sintesis de la Insulina.

La insulina es sintetizada como molécula precursora, preproinsulina, la cual consta de
un péptido sefializador hidrofébico N terminal de 24 amino&cidos, seguido por la cadena B de
la insulina, 31 aminoécidos del péptido C y la cadena A de la insulina. El péptido sefializador
de la preproinsulina tiene la estructura tipica de una proteina recién sintetizada que va a entrar
en la via secretora de las células eucarioticas; facilita la transposicion de la preproinsulina
desde el citoplasma (donde se inicia la biosintesis), a traveés de la membrana del reticulo
endopladsmico rugoso. La eliminacion del péptido sefializador de preproinsulina ocurre a
medida que el péptido recién sintetizado es transpuesto hacia el reticulo endoplasmico rugoso,
se pliega espacialmente y experimenta sulfo-oxidacion, apareciendo dos puentes disulfuro en
la molécula generando la molécula precursora, proinsulina. Se considera que la fraccion del
péptido C de la proinsulina ayuda a corregir la alineacion estructural y el enlace disulfuro de
las cadenas A y B de la insulina (Steiner, 1990; Galloway 1992).

La region del péptido C de la
proinsulina (figura 1) tiene una longitud
variable en los vertebrados superiores y Péptido C
modifica poco la estructura secundaria, de
manera que la disposicién de la proinsulina
semeja mucho a la de la insulina. Sin embargo,
la flexibilidad del péptido C indica que tiene la
capacidad de interactuar con la superficie de las
cadenas A y B de la insulina, lo cual tal vez
explica la reducida actividad biolégica de la

proinsulina.

Molécula de la proinsulina humana. Se indica el péptido sefalizador,
la cadena B, el péptido C y los dominios de la cadena A.

El principal sitio para el procesamiento

de la molécula proinsulina hasta la insulina,

C s . .. Figura 1. Molécula de proinsulina humana. Imagen
biolégicamente activa, es el compartimiento  tomada de www.my-personaltrainer.it/peptideC.gif

de granulos inmaduros de la célula beta.

La conversion de proinsulina ocurre en este compartimiento como parte del proceso

de maduracion del granulo secretorio.




2.2 Insulina y sus Acciones

00

Fisiologicas.

w‘ £ La insulina es una hormona de 51
° d QO aminoacidos (figura 2), que es sintetizada y

o mo secretada por las células B en los islotes

s

w pancredticos de Langerhans, en respuesta a

[~ los niveles elevados de glucosa en sangre,
manteniéndolo en un intervalo normal entre

80-105 mg/dl, controlando la funcion de
Estructura molecular de la insulina }| energia critica como el metabolismo de la

Figura 2. Estructura molecular de la insulina, ~ 9lucosa, lipidos 'y proteinas (Olivares y
Imagen tomada de www.biologia.edu.ar Arellano, 2008).

La principal funcién de la insulina es regular la homeostasis de la glucosa. Esta labor
implica mecanismos moleculares complejos que controlan la gluconeogénesis, la captacion y
el metabolismo de la glucosa en estados sensibles a la insulina. En individuos normales este
esquema se establece por valores altos de glucosa en plasma que desencadenan la secrecién
de insulina por las células beta del pancreas. EI aumento resultante en los valores de la
hormona en la circulacion sanguinea inhibe la produccién hepatica de glucosa y estimula el
aumento en la captacién y el almacenamiento de glucosa en el tejido adiposo y en el masculo

esquelético, normalizando de esta manera la glucemia (LeRoith, 2003).

Los efectos de la insulina en el metabolismo de la glucosa son inmediatos; se presenta
en un lapso de pocos segundos a minutos. Los efectos intermedios y a largo plazo de la
insulina, en los fendmenos celulares, incluyen regulacion de la captacion de iones y
aminoéacidos, sintesis y degradacion de proteina, transcripcion génica, asi como proliferacion

y diferenciacién celulares (Kahn et al., 1985; Rosen, 1987).

La insulina activa vias de sefializacién que llevan a la regulacion de procesos
metabolicos de gran importancia fisioldgica, promueve la incorporacion de glucosa y su
conversion a glucdgeno vy triglicéridos y promueve la sintesis de proteinas. Las acciones
metabolicas de la insulina suceden principalmente en musculo esquelético, higado y tejido
adiposo (Figura 3)(Arellano, 2008).
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Figura 3. Células blanco de la insulina. Después de la ingesta de alimentos, en el organismo, la glucosa viaja
en el torrente sanguineo como una sefial que va hacia el pancreas, indicando que la glucosa circundante se ha
elevado, esta sefial sirve para que el pancreas libere insulina la cual al unirse a su célula blanco activa las
diferentes vias de sefializacién para insulina. imagen tomada de http://mono_obeso.typepad.com

a) Principales efectos de la insulina en el metabolismo.
Efectos ejercidos en el metabolismo de carbohidratos:

e Aumenta la rapidez de transporte de glucosa a través de la membrana celular en el

tejido adiposo y en el masculo.
e Aumenta la tasa de glucdlisis en el tejido muscular y adiposo.

e Estimula la tasa de sintesis de glucogeno en diversos tejidos, lo que incluye tejido
adiposo, musculo e higado. También disminuye la tasa de degradacién de glucogéno

en musculo e higado.
¢ Inhibe la tasa de glucogendlisis y gluconeogénesis en el higado.
La insulina ejerce los siguientes efectos en el metabolismo de los lipidos:

e Inhibe la tasa de lipdlisis en tejido adiposo y de ahi que reduzca la concentracion de

acidos grasos en plasma.

e Estimula la sintesis de &cidos grasos Yy triacilglicerol en tejido adiposo e higado.
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e Aumenta la actividad de la lipasa de lipoproteina en el tejido adiposo, lo cual

incrementa la captacion de triglicérido de la sangre hacia tejido adiposo.
e Disminuye la tasa de oxidacion de acidos grasos en musculo e higado.
La insulina tiene los siguientes efectos en el metabolismo de las proteinas:

e Aumenta la rapidez de transporte de algunos aminoécidos hacia masculo, tejido

adiposo, higado y otras células.

e Incrementa la tasa de sintesis de proteina en musculo, tejido adiposo, higado y otros

tejidos.
e Reduce la tasa de degradacion de proteina en musculo.
e Disminuye la tasa de formacion de urea.

La captura de glucosa inducida por la insulina sucede, principalmente, en células de
musculo esquelético y tejido adiposo; es un proceso regulado, en donde la insulina activa vias
de sefializacion que inducen la translocacion del transportador de glucosa (Glut4) de
compartimientos intracelulares a la membrana plasmatica, proceso que depende de la
regulacion negativa de AS160 por fosforilacion mediada por Akt, aumentando el trafico de
Glut4 dependiendo de Rab en musculo esquelético (McCarthy and Elmendorf, 2007).

En adipocitos, adicionalmente a esa via de sefializacion, se ha descrito una via alterna
que involucra a la proteina Cbl y a las proteinas adaptadoras APS y CAP. ElI complejo
proteico formado por APS/CAP/CbI, después de la activacion del IR, se disocia del IR y
localiza en los dominios celulares llamados balsas lipidicas a través de la interaccién con la
flotilina, en donde Cbl recluta al complejo proteico CrKII-C3G. C3G activa a la proteina
TC10, la cual parece translocar a Glut4 (McCarthy and Elmendorf, 2007; Saltiel and Kahn,
2001).

En higado, se ha considerado que el transporte de glucosa es facilitado por el
transportador de baja afinidad Glut2, que no depende de la insulina; sin embargo, evidencias
recientes sugieren que la insulina también esta involucrada en la regulacion de la
incorporacion hepatica de glucosa, promoviendo la transcripcion a corto plazo de la enzima
glucocinasa (enzima que cataliza la fosforilacién de glucosa dependiente de ATP para formar

glucosa-6-fosfato) (lozzo et al., 2003).




Ademas, la insulina inhibe la produccion hepatica de glucosa por la activacion de dos
mecanismos de sefializacion: uno que involucra la activacion de IR y FOXO1 y una nueva via
que involucra la apertura de los canales de potasio sensibles a ATP en la membrana de las
neuronas en el hipotdlamo, lo que resulta en la transmision de sefiales del nervio vago al

higado que en la produccion de glucosa hepatica (Gribble, 2005)

En higado la insulina favorece la sintesis de glucdgeno, inhibe la conversion de acidos
grasos y aminodcidos a cetoacidos, incrementa la actividad de la piruvato cinasa, la
fosfofructocinasa y la glucocinasa e inhibe a las enzimas gluconeogénicas; la piruvato
carboxilasa, fosfoenolpirivico-carboxicinasa, a la fructosa-difosfatasa y a la glucosa-6-
fosfatasa, por lo que la accion de la insulina en el higado es fundamental en la regulacion del

metabolismo de la glucosa y nutrientes como acidos grasos y proteinas (Arellano, 2008).

Clasicamente la accion de la insulina se refiere especificamente a la utilizacion de
glucosa mediada por insulina, y los defectos que acompafian a la accion de la insulina se
asocian con la obesidad y a la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Sin embargo, la insulina
interviene en una amplia gama de rutas celulares y la accion de la insulina varia segun la ruta
y el tejido (Stacy et al., 2009).

2.3 El Receptor de Insulina.

La insulina inicia sus acciones bioldgicas por su union a receptores especificos
localizados en la membrana celular. El receptor de insulina (IR) es una glucoproteina que
pertenece a la familia de receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca de
cinasas de Tyr (RTKSs), los cuales al ser estimulados por su ligando se autofosforilan en
residuos de Tyr (Myers and White, 2002).

En su conformacion nativa, el receptor de insulina consta de dos subunidades alfa
(135kDa) y dos subunidades beta (95kDa) ligadas en forma covalente a través de enlaces

disulfuro para formar un heterotetramero o.f3, (LeRoith, 2003).

Las subunidades o se encuentran localizadas en el exterior de la membrana plasmatica
y contienen sitios de union a la insulina, mientras que las subunidades [ tienen una porcion
extracelular, una transmembranal y una intracelular donde se localiza el dominio con

actividad de cinasa Tyr. En la regidon intracelular, se han identificado tres regiones




en la transmision de la sefial y en donde se localizan las tirosinas Tyr 965 y Tyr 972 (Ebina et
al., 1985); 2) region reguladora en donde se encuentran las tirosinas Tyr 1158, Tyr 1162 y Tyr
1163. La autofosforilacion de estos tres residuos aumenta de 10 a 20 veces la actividad de
cinasa del receptor y 3) region con sitios de fosforilacion en el extremo carboxilo terminal
(Tyr 1328 y Tyr 1334) que, al parecer puede desempefiar un importante papel regulador pero
no en la sefializacion del receptor (Figura 4) (Myers and White, 2002).

Figura 4. Estructura del receptor de insulina
(IR): dominios funcionales del receptor. El IR
es un heterotetrdmero que consiste en dos
& subunidades « extracelulares unidas a dos
al” a2 subunidades g por puentes disulfuro. Las
subunidades « contienen las regiones de unién
a insulina e1™ y 2™ en adicién a una region
| | rica en cisteinas. La subunidad g contiene una
g = porcion extracelular, una transmembranal y una
b4 intracelular. En su porcion intracelular se
localiza un dominio catalitico de cinasa de
tirosina con un sitio de unién a ATP y sitios de
fosforilacion de tirosina que se localizan en la
regién juxtamembranal (Tyr965, Tyr972), asa
de activacién (Tyr 1158, Tyrl162 y Tyrl163) y
carboxilo terminal (Tyr1328, Tyr1334) (Imagen
tomada de Olivares, R., Arellano, P., 2008).

Unién de insulina

‘Subunidad o

Subunidad

En condiciones de no estimulo, las subunidades o ejercen un papel regulador sobre las
subunidades (3, inhibiendo la capacidad del receptor para autofosforilarse. Después de que la
insulina se une a su receptor, las subunidades o sufren cambios conformacionales que
permiten que las subunidades 3 se activen y sean capaces de autofosforilarse en residuos de
Tyr. EI mecanismo de autofosforilacion parecen darse por procesos de cis- y trans-
autofosforilacion, donde ciertos residuos son fosforilados por la actividad de fosfotransferasa
de la misma subunidad B (cis-), mientras que otros son sustrato de la actividad de cinasa de la
subunidad p opuesta (trans-) (Olivares y Arellano, 2008). Ademas, estudios recientes han
reportado que se requiere de al menos siete sitios de fosforilacion en Tyr en el IR y de la
actividad enzimatica de cinasa de Tyr para el apropiado funcionamiento del receptor
(Youngren, 2007).




2.4 Vias de Sefalizaciéon de la Insulina.

Una vez que la insulina interacciona con su receptor y éste es activado, se inicia el
encendido de cascadas de sefializacion que dependen de interacciones proteicas. Dos vias
principales de transduccion son activadas por accion de la insulina: la via de la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K) y por la via de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK).
Ambas vias regulan la mayoria de las acciones asociadas a la regulacion del metabolismo
energético, de la expresion genética y de defectos mitogénicos (Avruch, 1998; Myers and
White, 2002).

a) Via de sefalizacién de la PI3K

La via de PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones
en el metabolismo de la glucosa y de lipidos. La transduccién de sefiales a través de la via de
PI3K, se inicia cuando el receptor activo y autofosforilado, interacciona con el sustrato del
receptor de insulina (IRS) y lo fosforila. Las proteinas IRS contienen un dominio amino-
terminal de homologia a pleckstrina (dominio PH) altamente conservado, seguido por un
dominio de unioén a fosfotirosinas (PTB), que en conjunto permiten el acoplamiento de IRS al
IR activo.

Adicionalmente, los IRSs contienen entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilacion (en
funcién del tipo de IRS, de los cuales se conocen 4 isoformas, IRS-1 a IRS-4), que al ser
fosforilados por el IR, se convierten en sitios de unidn y activacién de proteinas que contienen
dominios SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina Src), muchas de las cuales
funcionan como proteinas adaptadoras, como es el caso de PI3K, Grb2 (proteina 2 unida al
receptor del factor de crecimiento), Crk Il, SHP-2 (proteina tirosina fosfatasa con homologia a

Src), entre muchas otras (Virkamaki et al., 1999).

Las PI3Ks son heterodimeros que constan de una subunidad reguladora (p85a, p55a, p50a,
p85B 0 p55°X) y de la subunidad catalitica (p110a, p110p o p1108). Las subunidades
reguladoras son proteinas adaptadoras que contienen dos dominios SH2, los cuales permiten
su unién a las proteinas IRS-1. La interaccion entre ambas proteinas provoca cambios
alostéricos en la conformacién de la subunidad reguladora (p85), dando por resultado la
activacion de la subunidad catalitica de PI3K (p110). En consecuencia, p110 se localiza cerca

de la membrana plasmética en donde tiene acceso a sus sustratos P14-P (fosfatidilinositol 4-
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fosfato) y P14,5-P, (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), los cuales son fosforilados en la posicion
3 del inositol, generando los productos PIP, (P13,4-bisfosfato) y PIP3; (P13,4,5-trisfosfato),
respectivamente (Figura 5) (Olivares y Arellano, 2008).

Pi{3,5)P2 —> P1(3,4,5)P3 Membrana

F . ey - plasmanca 2
p110 | @@ Citoplasma

PBS |

‘//

l \,

Sintesis de - - -
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Figura 5. Activacion de la via de PI3K/Akt. Esta via representa el principal mecanismo por el que la insulina
ejerce sus funciones en el metabolismo. El IR activo y autofosforilado, activa a IRS la cual contiene varios sitios
de fosforilacion en residuos de tirosina (Y) que al ser fosforilado por el IR, se convierten en sitios de union y
activacién de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La PI3K consta de una subunidad reguladora
(p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccién entre p85/IRS-1 da por resultado la activacién de
p110 y a consecuencia de ello, p110 tiene acceso a su sustrato P1(4,5)P,, el cual es fosforilado en la posicion 3
del inositol, generando PI1(3,4,5)Ps, que sirve como sitio de union para cinasas de Ser como PDK1 y Akt. El
complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo una primera fosforilacién en Ser473 que es seguida por una
fosforilacion en Thr308, esta dltima inducida por PDK1. Akt regula varios de los efectos de la insulina a través
de regular la activaciéon de diferentes sustratos que propagan la respuesta (Imagen tomada de Olivares y
Arellano, 2008).

El PIP; sirve como sitio de unién para cinasas de Ser (serina) como a la cinasa
dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK1) y Akt o proteina cinasa B (PKB) (Engelman, 2006).
En el caso de la cinasa Akt, después de su reclutamiento a la membrana plasmatica es
fosforilada en dos residuos, la Ser473 y la Thr308. La fosforilacion en la Ser473 ocurre
primero por accion del complejo proteico mTor/Rictor, también conocido como PDK2. Esta
fosforilacion parece promover la interaccion entre el motivo hidrofébico del carboxilo
terminal de Akt y la cinasa PDK1 que la fosforila en la Thr308, estas dos fosforilaciones son

importantes para que Akt se active completamente (McCarthy and Elmendorf, 2007).

Existen 3 isoformas de Akt (Aktl-3), de las cuales la isoforma 2 parece ser la que
juega un papel importante en la incorporacion de la glucosa inducida por la insulina. La
enzima Akt regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina al fosforilar una lista
creciente de sustratos que propagan la respuesta de la insulina, incluyendo a la enzima
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inducible (iNOS), a la fosfofructocinasa 2 (PFK2), a la proteina de union al elemento
respuesta al AMP ciclico (factor de transcripcion CREB), a la molécula blanco de la
rapamicina en mamiferos (MTOR), a la caspasa 9 y a la proteina antiapoptética antagonista de
Bcl2 (BAD) (Myers and White, 2002). Entre estos destaca la fosforilacion e inactivacion de la
proteina GSK3 (Myers and White, 2002; Engelman, 2006), una cinasa que en condiciones de
no estimulo inhibe a la glucogeno sintasa; la inhibicion de GSK3 por Akt favorece la
activacion de la glucogeno sintasa y el aumento en la sintesis de glucdgeno (Virkamaki et al.,
1999).

La cascada de la PI3K incluye a otras cinasas de Ser que median la respuesta de la
insulina, incluyendo a mTOR la cual regula la sintesis a través de las vias de p70S6K/S6 y
4EBP1/elF4 (Virkamaki et al., 1999; Engelman, 2006).

b) Via de sefializacion de las MAP cinasas.

Los efectos de la insulina en la regulacion de la sintesis de proteinas son mediados
principalmente por activacion de la via de las MAP cinasas (Figura 6). La fosforilacion en
residuos Tyr del dominio citoplasmatico del IR, promueve la asociacion de la proteina Shc, la
cual une al complejo Grb2/SOS; SOS es un factor recambiador de nucleétidos de guanina
(GEF), capaz de activar a Ras. La activacion de Ras (GTP-Ras) inicia el encendido de la
cascada de las MAP cinasas. GTP-Ras se une y activa a Raf-1 que, lleva a la fosforilacion y
activacion de la via, que involucra el reclutamiento y activacion de MEK (también Ilamada
cinasa de MAP cinasa) y de las ERK1 (cinasa regulada extracelularmente 1) y ERK2.
Alternativamente a esta via de sefalizacion que activa ERK1 y ERK2 (conocidas
genéricamente como MAP cinasas), la insulina puede activar a estas proteinas por una via
independiente de Shc, pero que depende de la activacion del IRS. Una vez activo IRS, une al
complejo Grb2/SOS y a partir de este punto la secuencia de activacion de proteinas es la
misma que se describié para Shc (Olivares y Arellano, 2008). Las MAP cinasas tienen una
amplia gama de sustratos potenciales, incluyendo factores de transcripcion y otras cinasas,
que participan principalmente en la regulacion de la expresion genética en tejidos sensibles a
la insulina, pero no en la regulacion del transporte glucosa (Virkamaki, et al., 1999; Avruch,
1998)
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Figura 6. Activacion de la via de las MAPK por accion de la insulina. La insulina activa la via de las MAPK a
través de dos mecanismos: en el primero, la activacién del IR promueve la asociacion de la proteina She, la
cual une al complejo Grb2/SOS; SOS activa a Ras, la cual inicia el encendido de la cascada de las MAPK.
GTP-Ras une y activa a Raf-1 que subsecuentemente lleva a la fosforilacion y activacion de MEK y de las
ERK1/2. Alternativamente existe una via independiente de Shc pero dependiente de la activacion de IRS por la
que la insulina es capaz de activar a las MAPK’s. En esta, una vez activo IRS, une al complejo Grb2/SOS y a
partir de este punto la secuencia de activacion de las proteinas es la misma que se describio para Shc (Olivares
y Arellano, 2008).

Las ERKSs pertenecen a una subfamilia de MAPK, una familia conservada de cinasas
de serina/treonina, que estan compuestas de cinasas de 42 y 44-kDa (ERK1/2). Estas cinasas
estan involucradas en la regulacion de programas celulares importantes, como: proliferacion,
diferenciacion, movimiento celular y sobrevivencia celular. Ademas, pueden regular procesos

como plasticidad sinaptica (Sweatt, 2004; Lefkowitz and Shenoy, 2005).

Dado que MEK es la cinasa de ERKs (0 MAPKS), también se le identifica como MAPKK
(cinasa de MAPKs). De manera andloga, como Raf es la cinasa de MEK (0 MAPKK),
tambien se le denomina MPKKK (cinasa de la cinasa de MAPKS) (Sanchez y Arias, 2004).
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2.5 Acido Lisofosfatidico (LPA).

Los lisofosfolipidos (LPL) son metabolitos que estan presentes en los seres vivos,
pudiendo desempefiar una doble funcién. Por un lado, forman parte de la sintesis de
fosfolipidos de membrana y a la vez, pueden actuar como moléculas bioactivas capaces de
activar una amplia variedad de procesos bioldgicos a través de receptores especificos
acoplados a proteinas G (GPCR). Los lisofosfolipidos mejor caracterizados que intervienen

en procesos de sefializacion son el LPA y la esfingosina 1-fosfato (S1P) (Romero, 2010).

La amplia expresion de receptores LPL, acoplados a una gran variedad de proteinas G,
permite la regulacion de multiples procesos celulares de relevancia fisiologica, destacando
por su impacto, en la neurogénesis, esquizofrenia, dolor neuropético, desarrollo vascular,
implantacion del oOvulo, proteccion cardiovascular, fibrosis, cicatrizacién de heridas,

inmunidad y cancer (Mu-En et al., 2010).

El LPA es un fosfolipido de sefializacion implicado en numerosas acciones bioldgicas.
Su estructura es la de un lipido simple que tiene un grupo fosfato, una molécula de glicerol y
una cadena de &cido graso saturado o insaturado, denominandose genéricamente monoacil-sn-
glicerol-3-fosfato (Figura 7) (Tokumura, 1995; Moolenaar et al., 2004; Tigyi, 2003).

Aunque su estructura es simple, actud como mediador lipidico intracelular a través de
sus receptores y estd implicado en mdaltiples respuestas en una gran variedad de tipos
celulares, y que incluyen proliferacion celular, inhibicion de apoptosis, migracién celular,
diferenciacion, liberacion de citocinas y quimiocinas, agregacion plaquetaria, contraccion de
la musculatura lisa y retraccion de neuritas, entre otras. (Chun, et al., 2002; Moolenaar, et al.,
2004; Rivera and Chun, 2008).
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Figura 7. Estructura quimica del LPA. Su estructura es la de un lipido simple con un grupo fosfato, una
molécula de glicerol y una cadena de &cido graso saturado o insaturado, denominandose genéricamente
monoacil-sn-glicerol-3-fosfato

Existe una extensa lista de actividades del LPA, debido a la gran variedad de proteinas
G a las que puede acoplarse para iniciar su ruta de sefializacién (Moolenaar, 1999). Puede
encontrarse en cantidades significativamente detectables (nivel ~ uM) en numerosos fluidos
bioldgicos, como suero (Baker et al., 2000; Sano et al., 2002), saliva (Sugiura et al., 2002),
fluido seminal (Hama et al., 2002), fluido folicular (Tokumura et al., 1999). De todos ellos el

suero es la fuente de LPA mejor caracterizada (Aoki et al., 2002).

Se conocen hasta el momento dos vias principales de produccién del LPA: suero y
plasma (también en adipocitos). El LPA es generado principalmente a partir de
lisofosfolipidos (LPL) en plaquetas; por otro lado, en células cancerigenas el LPA es
producido a partir de acido fosfatidico. Sin embargo, la cantidad de LPA producido desde
acido fosfatidico parece ser mucho mas baja, a causa de que éste es un componente
minoritario de los fosfolipidos en muchos tipos de células. No obstante, esta ruta puede
resultar muy importante ya que genera LPA rapidamente como respuesta a varios estimulos
(Romero, 2010).

2.6 Receptores para LPA y sus analogos

EL LPA que es detectado en suero y producido por las plaquetas y consiste en una
mezcla de varios acidos grasos. Existen varios LPA con &acidos grasos saturados (estearico,
palmitico) o insaturados (oleico, linoleico, araquidénico) (Baker et al., 2001; Gerrard and
Robinson, 1989).
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Estos diferentes acidos grasos pueden unirse a las posiciones sn-1 o sn-2 del glicerol,
por tanto, in vivo pueden estar presentes variedades moleculares de LPA y lipidos similares o
analogos a LPA (Fischer et al., 1998; Romero, 2010). Sin embargo, estos LPA presentan
actividades bioldgicas distintas, posiblemente porque activan de manera diferente a cada uno
de los receptores de LPA (LPARs que van del 1 al 5) (Bandoh et al., 2000). La relacion
estructura-actividad de estas moléculas de LPA y sus andlogos depende de la célula y el tejido
(Gueguen et al., 1999).

Los LPARs pertenecen a la super familia de receptores de siete dominios
transmembranales, también Ilamados receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Los
GPCRs se han clasificado en tres familias con base en la homologia en su secuencia de

aminoéacidos (Kolakowski, 1994).

Después de ser activados por su ligando, los GPCRs interaccionan con las proteinas G
o0 proteinas heterotriméricas recambiadoras de nucléotidos de guanina. En su estado inactivo,
la subunidad o de las proteinas G tiene unido un GDP (a-GDP); sin embargo, cuando el
ligando se une al receptor lo estabiliza para llevarlo a una conformacion activa, lo cual
permite el contacto entre los dominios intracelulares del receptor y la subunidad o-GDP de la
proteina heterotrimérica. Esta interaccion cataliza el recambio del GDP por GTP en la
subunidad o y permite la disociacion de la subunidad o-GTP del heterodimero By. Una vez
disociados ambos, la subunidad o-GTP y el dimero By regulan la actividad o la inhibicion de
efectores enzimaticos como la adenilato ciclasa (AC), la fosfolipasa C (PLC), asi como la
regulacion de la actividad de canales de calcio y potasio (Figura 8).
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Figura 8. Ciclo de activacién de proteinas G por GPCRs. (1) union de la proteina G. (2) union del ligando. (3)
activacioén del receptor. (4) activacion de la proteina G. (5) disociacion de la proteina G y transduccién de
sefiales. (6) inactivacion de la proteina G. (http://de.wikipedia.org/wiki/G-Protein-gekoppelter_Rezeptor).

La similitud de las subunidades o, permite clasificar a las proteinas G en cuatro
categorias: Gs, Gi, Gq y Gizn3. La estimulacion de la subfamilia Gs activa a la enzima AC,
mientras que la estimulacion de la subfamilia Gi lleva a su inhibicion. La estimulacion de la
subfamilia Gq activa a la enzima PLC y la subfamilia G113 estd implicada en la regulacion de

proteinas G pequefias.

Los GPCRs, dependiendo de su especificidad, pueden activar solo un tipo de proteina
G para llevar a cabo una transduccion de sefial especifica, o bien pueden acoplarse a varias
clases de proteinas G para generar multiples cascadas de sefializacion. Ademas, los GPCRs
pueden asociarse entre ellos para formar homodimeros o heterodimeros que inducen una

compleja variedad de eventos de sefializacion (Minneman, 2007).

Los LPARs (Figura 9), pueden estar acoplados a diferentes miembros de las
subfamilias de las proteinas G: LPAR; y LPAR; son conocidos por interactuar con las
subfamilias Gi, Gq y G113, €l LPAR;z interactia con Gi y Gg, LPAR, interactua con Gg, Gs y
G113 Y hasta el momento se sabe que LPARs interactlia con Gq y Giz13 (Mu-En, 2010).
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v y v

Akt Rac p42/p44 SRF ROCK Ca? PKC cAMP

Figura 9. Rutas de sefializacion activadas por los receptores del LPA.(imagen tomada de Mu-En et al., 2010).

En estos receptores, la union del ligando a su receptor le causa un cambio conformacional,

induciendo la correspondiente respuesta de la proteina G.
1) Activacion de Rho via Giy3.

i) Activacion via Gq de la fosfolipasa C (PLC) con subsecuente activaciéon de la

proteina cinasa C (PKC) y movilizacion de calcio.

I11)  Activacion Gi, mediada por las GTPasas Ras, con cambio en la actividad de
MAPK, o bien, por activacion de PI3K con subsiguiente activacién de Akt Ser
(serina) y Thr (treonina), ambas con consecuencias en la proliferacion,

supervivencia y apoptosis.

IV)  Inhibicién/activacion via Gs, de la adenil ciclasa (AC) resultando en la activacion

de la acumulacion de AMPc y la movilizacion de calcio.

Se ha descrito recientemente que para la linea celular de epitelio de higado de rata C9 se
encuentran tres diferentes tipos de LPARs (LPAR;, LPAR,y LPAR3) (Gonzélez et al., 2008).
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2.7 Transactivacion de RTKs.

Como se menciono, las respuestas celulares mitogénicas son generadas principalmente
por estimulacion de RTKs que activan la via Ras-Raf-MEK-ERK, la cual ha sido
ampliamente estudiada hasta hace una década, conociéndose s6lo que el mecanismo
involucraba proteinas G sensibles a la toxina de Bordetella pertusis (Gi/o), y que dependia
fuertemente del complejo By de la proteina G y de cinasas de tirosina no identificadas (van
Corven et al., 1993; Faure et al., 1994; Koch, et al., 1994). No obstante, tan sélo un par de
afios después el numero de investigaciones orientadas a este topico crecio significativamente
y varios estudios indicaron que en ausencia de ligandos para RTKs, la activacion de Gq
(GPCRs-Gq) inducia la fosforilacion de la proteina Shc y la formacion del complejo Shc-
Grb2 (Cazaubon et al., 1994; Chen et al., 1996; Sadoshim and Izumo, 1996), siendo ambas
proteinas adaptadoras involucradas en la activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK a través de
su union a las fosfotirosinas de un RTK activado, sugiriendo que el RTK habia sido activado

sin necesidad de interactuar con su ligando (Figura 10) (Sdnchez y Arias, 2004)

Figura 10. Mecanismos de transactivacion de RTKs por receptores acoplados a proteinas Gq y Gi. La
activacion de proteinas Gq induce transactivacién de RTKs a través de procesos mediados tanto por la
subunidad g como el complejo By, mientras q los receptores acoplados a proteinas Gi inducen la
transactivacion sélo a través de los complejos By. Una vez que el RTK se autofosforila, la cascada de
sefializacién es idéntica a la que seguiria un RTK activado por ligando, con la unién de proteinas que
posean dominios SH2 a las fosfotirosinas del receptor y la activacion subsecuente de la via Ras-Raf-MEK-
ERKs (Sanchez y Arias, 2004).

18




La activacion de un RTK en ausencia de su ligando respectivo no era un concepto
completamente nuevo. Anteriormente los grupos de Greenberg, de Rahmsdorf, de Kruijer y
de Herrlich, entre otros, habian mostrado que el receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) podia ser regulado al activarse canales de Ca®* dependientes de voltaje
(Rosen and Greenberg, 1996), y que el EGFR, los receptores para insulina y para el factor de
crecimiento derivado de plaquetas eran activados por la radiacion ultravioleta (Sachsenmaier
et al., 1994; Coffer et al., 1995; Knebel et al., 1996). Sin embargo, el hallazgo de que los
GPCRs, la familia méas grande de receptores membranales, podia inducir la activacion de los
RTKs y por lo tanto generar sefiales mitogénicas, condujo a una oleada de trabajos enfocados
en los puntos clave de este fendbmeno, denominado ahora transactivacion (Sanchez y Arias,
2004).
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I11. Antecedentes

Cuando insulina activa a la via de sefializacion PI3K/Akt , lo hace de manera dependiente
del tiempo y concentracién en la linea celular C9, fosforilando a Akt en sus dos residuos
Ser473 en el dominio del carboxilo terminal y Thr308 en el asa de activacion, aunque la
temporalidad de fosforilacion fue diferente para cada residuo se evalto que al estar estos dos
residuos fosforilados, Akt se encuentra completamente activa. La fosforilacion de la Ser473
es mediada por la cinasa PDK2 y sucede primero, permitiendo la fosforilacion por la cinasa
PDKZ1 de la Thr308 (Arellano, 2008).

Holmstrom (2010) demostro que la activacion de ERK1/2 inducida por LPA en un cultivo
primario de pre-adipocitos marron y en la linea celular 3T3-F442A pre-adipocitos, no esta
mediado a través de la transactivacion de receptores de EGF, ni en ninguno de los receptores
de PDGF. También propone que la activacion de ERK1/2 inducida por LPA se produjo a
través de dos vias diferentes, una dependiente de la proteina Gi y una independiente a Gi

insensible a la Toxina Pertusis (PTX).

Recientemente se ha identificado al LPA como un agente biologico de sefalizacion,
ademas de ser un intermediario clave en la sintesis de novo de los lipidos, es un mensajero
intracelular importante. Existen estudios que sugieren que el LPA puede tener una funcion
clave en la regulacion de la obesidad. En un trabajo reciente, empleando dos tipos diferentes
de cultivo celular, la linea L6 GLUT4myc y adipocitos 3T3-L1, se demostré que el LPA
promueve la incorporacion de glucosa a traves de la movilizacion de transportadores Glut-4,
mecanismo que depende de la activacion de Akt-1. Se observd que este efecto fue
independiente de la activacion o sensibilizacién de la via de la insulina en estos modelos
celulares, demostrando un efecto aditivo sobre la sefializacion de la insulina. Ademaés, se
demostré que en un modelo animal de diabetes el LPA es capaz de disminuir los niveles de
glucosa en sangre (Yea, 2008).

Kim en el 2008 demostrd que en una linea celular de epitelio de es6fago de gato el LPA
activa a la via MAPK, en la fosforilacion de ERK1/2 de una manera dependiente del tiempo y

la concentracion.
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V. Justificacion e Hipotesis

Debido a la importancia que tiene el higado en las funciones de la insulina y a que poco es
lo que se ha estudiado con relacion al efecto del LPA en la sefializacion de la insulina en este
tejido, en el presente trabajo nos propusimos investigar los mecanismos de regulacion del
LPA en la sefializacién de la insulina, poniendo especial atencién en la activacion de Akt, una

proteina clave en las acciones metabdlicas de la insulina.

La linea celular C9 es derivada de higado normal de rata, tiene fenotipo epitelial,
expresa de manera enddgena LPARs (LPAR;, LPAR,, LPAR;) acoplados a diferentes
proteinas G, asi como receptores para la insulina, y ha sido un modelo ampliamente utilizado

en el estudio de mecanismos de sefializacion individual o de interacciones GPCRs y RTKSs.

Con esta justificacion se propone la siguiente hipotesis: en la linea celular hepética C9,
el &cido LPA, sensibilizard las vias de sefializacién de insulina regulandolas de manera

positiva.
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V. Objetivos

General:

Determinar el efecto del LPA sobre el estado de activacion de la via de sefializacion de la

insulina en células de origen hepatico C9.

Particulares:

1. Caracterizar el efecto de la insulina y el LPA en células de origen hepético (C9) sobre

la via de activacion de PI3K/AKkt y en la via de las MAPK, para ello se evaluara:

a) Laactivacion de la cinasa Akt, a través de la fosforilacion de los residuos Ser473 y
Thr308.

b) La activacion de la cinasa ERK1/2 a traves de la fosforilacion en los residuos
Thr202/Tyr204.

2. Determinar la participacion del LPA en la activacion de las vias PI3K/Akt y MAPK,

inducida por insulina, evaluando:

a) La fosforilacion de los residuos Ser473 y Thr308 para PI3K/Akt.
b) La fosforilacion de ERK1/2 en los residuos Thr202/Tyr204 para MAPK

3. Determinar los mecanismos involucrados en la regulacion de la sefial de la insulina
por efecto del LPA:

a) Evaluando el efecto del antagonista VPC 32183 en la activacion de PI3K/Akt
(fosforilada en Ser473), inducida por LPA.¢

b) Evaluando la participacién del LPA sobre la via de activacion de PI3K/Akt
(fosforilada en Ser473) inhibiendo al IR y EGFR.
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V1. Materiales y Métodos

a. Cultivo Celular

Se utiliz6 como modelo de estudio a las células C9 provenientes de epitelio de higado
de rata, la linea celular fue obtenida de ATCC (American Type Culture Collection ATCC:
Manassas, VA).

Estas células fueron cultivadas en medio Ham’s F-12K (Kaighn’s Modification F12)
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS), 100 ug/ml de estreptomicina,
100 IU/ml de penicilina y 0.25 ng/ml de amfotericina B. Las células fueron mantenidas en
una incubadora con atmdsfera humeda a 5% de CO;, a 37 °C. Todos los reactivos
empleados para el cultivo celular fueron obtenidos de la compafiia
Invitrogen/GIBCO,BRL.

Figura 11. Células C9. Células de epitelio de higado de rata

b. Deteccion de Proteinas por Western Blot

Para los experimentos las células se resembraron en cajas de cultivo de 6 o 12 pozos,
fueron mantenidas en medio con suero al 2% durante 16 horas y después en medio libre de
suero durante 3 horas previas al experimento.
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Después de transcurridas las 3 horas con medio libre de suero, las células fueron
estimuladas con insulina y LPA de SIGMA, a diferentes tiempos y concentraciones. También
se utilizaron inhibidores y un antagonista para diferentes receptores: AG1024 (inhibe al
receptor de insulina), AG1478 (inhibe al receptor de EGF) y VPC 32183 de Avanti Polar
Lipids (antagonista de LPAR; y LPAR3).

Inhibidor /Antagonista Concentracion

AG1024

AG1478

VPC 32183

Una vez terminados los experimentos, se removio el medio y las células fueron
lavadas en dos ocasiones con PBS frio (Buffer de fosfatos casero que contiene: NaCl 137
mM, KCI 2.1 mM, Na;HPO,O 10 mM y KH,PO,0 2 mM, con un pH de 7.4) Este ultimo
también fue retirado por completo y a cada pozo se le afiadieron 100 ul de Laemli 1X (SDS-
protein gel loading solution 2X Quality Biological, INC + p-mercaptoetanol + agua). Cada
muestra se sonicé dando pulsos de 40 khz por 10 segundos (Sonios Vibra cell TM. Ultrasonic

Processor).

Posteriormente se calentaron las muestras a 99°C durante 5 minutos (Termomixer
Comfort Eppendorf) y finalmente se centrifugaron 5 minutos a 14, 500 rpm (MiniSpinPLUS
eppendorf). Después se tomd una alicuota de cada muestra (15 ul del sobrenadante en pozos
pequefios y 20 ul en pozos grandes) y ésta fue cargada en geles de poliacrilamida al 10%
(SDS-PAGE). Estos fueron separados por electroforesis a 80V durante 15 minutos y
posteriormente a 120V por aproximadamente 80 minutos.

Las proteinas contenidas en los geles, al término de la electroforesis, se transfirieron a
membranas PVDF en camara de transferencia semiseca (Biorad) a 15V durante 60 minutos,

para posteriormente llevar a cabo la deteccion de proteinas con anticuerpos especificos.
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Todos los blots se bloquearon durante una hora con buffer TBS-Tween (TBS-T Tris
base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween-20 a 0.05% o 0.1%, pH 7.5) y leche al 5% para

posteriormente incubarlos con los anticuerpos primarios (tabla) durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBS-T 0.05% o 0.1% antes de colocar
el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 1) conjugado con la peroxidasa de rébano
(HRP) durante 90 minutos a temperatura ambiente.

Anticuerpo Anticuerpo
Proteina Dilucién Dilucién
Primario Secundario

a-p-Akt Ser473 a-rabbit
1:5000 ** 1:5000 **
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)
Fosfo-Akt 1/2/3
a-p-Akt Thr308 a-rabbit
1:2500 ** 1:5000 **
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

o-p-ERK 1/2 (Thr 202/ Tyr 204) o-rabbit
Fosfo-ERK 1/2 1:4000 * 1:5000 *
(santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

a-ERK 2 a-rabbit
ERK 2 TOTAL 1:5000 * 1:5000 *
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

o-mouse
Akt TOTAL (Santa Cruz Biotechnology) 1:5000 ** 1:3000 **
(ZYMED)

Actina (sc-19) o-goat
Actina 1:4000 * 1:5000 ***
(Santa Cruz Biotechnology) (KPL)

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios y secundarios. Todos los anticuerpos fueron diluidos en buffer TBS-
T*0.1% Yy ** 0.05% y leche 5% excepto *** que fue con leche 3%.

Después se detectaron las bandas por medio de un kit de inmunodeteccion de proteinas
por quimioluminiscencia (enhaced chemiluminescence reagent. Millipore), siguiendo las
indicaciones del fabricante, por 2 minutos y fueron reveladas en cuarto oscuro con los
reactivos Kodak, para finalmente detectar la intensidad de cada banda obtenida en las placas,
por medio del densitometro GS-800 (Bio-Rad laboratorios). La cuantificacion de estos datos

se llevd a cabo en el programa Quantity One® Version 4.6.3.

25




c. Analisis Estadistico de Resultados

Con una n =5 0 6, los experimentos fueron evaluados en porcentajes y posteriormente
analizados con el programa PRISM™, version 4.0 (GraphPad Software: San Diego, CA) para
ser graficados. En este mismo programa se realiz6 la prueba estadistica de ANOVA de una

via tomando como diferencia significativa p < 0.05.
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VII. Resultados

Dentro de los procesos metabdlicos que son activados por la insulina en higado, hay
aumento en la sintesis de glucogeno y disminucion de la glucogendlisis, procesos gque son
mediados por la activacion de la via IR/IRS/PI3K/Akt/GSK-3/GS para el caso de la sintesis
de glucogeno (Patel et al., 2004; Srivastava and Pandey, 1998) y de la via
IR/IRS/PI3K/AKt/FOXO1 para el caso de la inhibicién de la transcripcion de genes
gluconeogénicos (Dong et al., 2006; Langhans, 2003). De tal manera que la fosforilacion y
activacion de Akt se considera un paso clave para activar las vias de sefializacion
involucradas en las funciones de la insulina (Downward, 1998; Kido et al., 2001; Lawlor and
Alessi, 2001).

Akt es activada por la fosforilacion en Ser473 y Thr308, lo que genera la maxima
activacion de la proteina. Sin embargo, en los ultimos afios se ha descrito la importancia
funcional de cada sitio de fosforilacion, ya que parece que cada sitio promueve procesos
diferentes: mientras que la fosforilacion en Thr308 favorece la incorporacion de glucosa, la
fosforilacion en Ser473 parece activar proteinas que participan en procesos de proliferacion
celular (Bayascas et al., 2008; Chan and Tsichlis, 2001; Kondapaka et al., 2004; Morisco et
al., 2005).

7.1 La insulina induce la activacion de Akt

Debido a la importancia de activar Akt en la sefializacion de la insulina y a la reciente
implicacion que parece tener la fosforilacion por separado de cada residuo, se decidio
determinar el efecto de la insulina en la fosforilacion de los residuos Ser473 y Thr 308 de Akt,

evaluando la concentracion y el tiempo méaximo de fosforilacion.

Con el fin de caracterizar el efecto de la insulina sobre dicha activacion, las células C9
fueron estimuladas a diferentes tiempos con insulina 10nM (figura 12. A)observandose una
maxima fosforilacién de Akt Ser473 a los 2 minutos, la cual disminuye a partir de los 5
minutos y se mantiene por lo menos durante 15 minutos, como control de carga se utilizo

actina.
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Se observé algo similar con respecto al efecto de la insulina en la fosforilacion de Akt
Thr308 (figura 12. B), teniendo una maxima fosforilacion a los 2 minutos la cual disminuye a
partir de los 5 minutos y se mantiene constante por lo menos hasta los 30 minutos, como

control de carga se utilizo actina.
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Figura 12.Fosforilacion de Akt inducida por insulina. Las células C9 fueron mantenidas durante 16
h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h. Fueron tratadas con 10nM de
insulina por 2, 5, 10, 15 y 30 minutos. A) Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y
analizadas utilizando un anticuerpo anti-pAkt Ser473. B) Las proteinas fueron separadas por SDS-
PAGE y analizadas utilizando un anticuerpo anti-pAkt Thr308. Las gréaficas representan los datos
obtenidos de 3 experimentos independientes, los datos son expresados como el promedio = ESM en
porcentaje, para A) *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control, B) *p<0.05 vs control. Para ambos
casos (A 'y B) se determind como control de carga actina. Se muestra un blot representativo de cada
grafica, n=3.
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7.2 La insulina tiene un efecto dependiente de la concentracién sobre la
activacion de Akt Ser473.

El efecto inducido por insulina en la activacion de Akt Ser473 también es dependiente
de la concentracion del agonista (figura 13), ya que se observa que a partir de una
concentracion de 10pM (1X10™ M) se obtiene fosforilacién de Akt Ser473. Sin embargo, la
fosforilacion méxima se da con la concentracién de 100nM (1X107 M) de insulina durante 5

minutos.
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Figura 13. Ensayo concentracion-respuesta en la activacion de Akt Ser473 con insulina. Las
células C9 fueron mantenidas 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3
h. Fueron tratadas con diferentes concentraciones 1X10™ hasta 1X10” [M] durante 5 minutos. Las
proteinas fueron separadas en SDS-PAGE y analizadas utilizando el anticuerpo anti-pAkt Ser473.
Como control de carga se utilizd actina. La grafica representa los datos obtenidos de 5 experimentos
independientes, los datos son expresados como el promedio £ ESM en porcentaje. Se muestra un blot
representativo de la grafica *p<0.05 vs 0, **p<0.01 vs 0 n=5.
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7.3 El LPA induce la activacion de Akt.

Se sabe que el LPA es un fosfolipido cuyos receptores pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Los receptores pueden estar acoplados a
diferentes miembros de las subfamilias de proteinas G. Sin embargo, se sabe que cuando el
LPA se une a su receptor (LPA;, LPA,, LPA3) y este se acopla a la proteina Gi, se activa la
via de sefializacion de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI13K) con subsiguiente activacion de Akt
Sery Thr (Mu-En et al., 2010).

Con el fin de caracterizar el efecto del LPA sobre dicha activacion, las células C9 fueron
estimuladas a diferentes tiempos con LPA 1uM (figura 14 A)observandose la maxima
fosforilacion de Akt Ser473 a los 2 minutos la cual disminuy6 a los 5 minutos hasta los 15
minutos y, a partir de ahi, se mantuvo constante por lo menos hasta los 60 minutos, como

control de carga se utilizo6 actina.
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Con respecto al efecto del LPA en la fosforilacion de Akt Thr308 (figura 14 B), se
observo la maxima fosforilacion a los 2 minutos, después de ese tiempo la fosforilacion de
Akt Thr308 disminuyé hasta llegar a niveles por debajo del basal después de los 45 minutos,

como control de carga se utilizo actina.
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Figura 14. Fosforilacion de Akt inducida por LPA. Las células C9 fueron mantenidas durante 16 h
en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h. Fueron tratadas con 1uM de
LPA por 2,5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos. A) Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y
analizadas utilizando un anticuerpo anti-pAkt Ser473. B) Las proteinas fueron separadas por SDS-
PAGE y analizadas utilizando un anticuerpo anti-pAkt Thr308. Las gréficas representan los datos
obtenidos de 5 y 4 experimentos independientes, los datos son expresados como el promedio + ESM
en porcentaje, para A)**p<0.01 vs control, B) *p<0.05 vs control. Para ambos casos (A y B) se
determiné como control de carga actina. Se muestra un blot representativo de cada gréafica,A) n=5,
B) n=4.
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7.4 El LPA tiene un efecto dependiente de la concentracion sobre la
activacion de Akt Ser473.

El efecto inducido por el LPA en la activacion de Akt Ser473 también es dependiente
de la concentracion del agonista (figura 15), ya que se observa que a partir de la
concentracién 1nM (1X10° M) se obtiene fosforilacion de Akt Ser473. Sin embargo, la

fosforilacién méxima se obtuvo con la concentracion de 10uM (1X10° M) de LPA durante 2

minutos.
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Figura 15. Ensayo concentracion-respuesta en la activacion de Akt Ser473 por LPA. Las células
C9 fueron mantenidas 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h.
Fueron tratadas con diferentes concentraciones 1X10° hasta 1X10° [M] durante 2 minutos. Las
proteinas fueron separadas en SDS-PAGE y analizadas utilizando el anticuerpo anti-pAkt Ser473.
Como control de carga se utilizé actina. La gréfica representa los datos obtenidos de 6 experimentos
independientes, los datos son expresados como el promedio £ ESM en porcentaje. Se muestra un blot
representativo de la grafica **p<0.01 vs 0 n=6.
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7.5 El LPA incrementa la fosforilacion de Akt inducida por insulina.

Una vez caracterizados los sistemas, se procedio a analizar si el LPA incrementaba la
sefial de insulina en las células C9. No sabemos si exista una posible relacion entre el LPA 'y
la insulina, de manera que el LPA tenga efectos reguladores sobre las acciones de la insulina.
Para determinar si en las células C9 el LPA puede regular la via de PI3K/Akt de la insulina,
se realizaron preincubaciones con el LPA 1uM a diferentes tiempos y un posterior estimulo
con insulina 10nM por 15 minutos (figura 16). Estos resultados sugieren que el LPA

incrementa la fosforilaciéon de Akt Ser473.
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Figura 16. Efecto del LPA en la fosforilacion de Akt Ser473 inducido por insulina. Las células C9
fueron mantenidas durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h.
Fueron tratadas con 1uM de LPA por 15, 30, 45 y 60 minutos y después con 10nM de insulina
durante 15 minutos. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas utilizando un
anticuerpo anti-pAkt Ser473. Como control de carga se detectd actina. La gréafica representa los
datos obtenidos de 4 experimentos independientes, los datos son expresados como el promedio *
ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la gréafica. *p<0.05 vs control n=4.
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En el caso del efecto del LPA en la fosforilacion de Akt Thr308 inducido por insulina
en la via de PI3K/Akt de la insulina, se realizaron preincubaciones con el LPA 1uM a
diferentes tiempos y un posterior estimulo con insulina 10nM por 15 minutos (figura 17).
Estos resultados sugieren que el LPA incrementa la fosforilacion de Akt Thr308 cuando las
celulas son preincubadas con el LPA durante 15 minutos; sin embargo, la sefial de Akt

Thr308 disminuye después de los 30 minutos de preincubacion con el LPA.
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Figura 17. Efecto del LPA en la fosforilacién de Akt Thr308 inducido por insulina. Las células C9
fueron mantenidas durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h.
Fueron tratadas con 1uM de LPA por 15, 30, 45 y 60 minutos y después con 10nM de insulina
durante 15 minutos. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas utilizando un
anticuerpo anti-pAkt Thr308. Como control de carga se detectd actina.. La grafica representa los
datos obtenidos de 3 experimentos independientes, los datos son expresados como el promedio *
ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la gréfica n=3.

35




7.6 La fosforilacion de Akt Ser473 inducida por LPA puede estar

regulada por la transactivacion de los receptores IR y EGFR.

Existen fendmenos intracelulares originados por la activacion de GPCRs, que inciden
sobre RTKs induciendo la dimerizacion y autofosforilacion necesarias para su activacion. El
fendmeno de transactivacion fue utilizado por Ullrich (Daub H, et al., 1997), quien demostrd
que el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que pertenece a la familia de los RTKs, era
activado por el LPA en ausencia del ligando de EGF en una linea celular de fibroblastos Rat-1
(Sanchez y Arias, 2004). Con estos antecedentes, se procedio a evaluar si el LPA participaba
en el fendmeno de transactivacion en el modelo celular C9, activando a los receptores IR y
EGFR. Las células fueron preincubadas con los inhibidores para IR (AG1024) y para EGFR
(AG1478) y posteriormente estimuladas con insulina, EGF y LPA (figura 18). Se puede
observar que cuando las células son tratadas con los inhibidores AG1024 y AG1478 la sefial
de Akt Ser473 disminuye, lo mismo sucede cuando se inhiben a los receptores IRy EGFR y se
estimula con LPA. Este resultado nos sugiere que el efecto de LPA sobre la activacion de

PI3K/Akt puede estar mediado por la transactivacion de los receptores de IR y EGFR.
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Figura 18. La fosforilacion de Akt Ser473 puede estar regulada por la transactivacion de los
receptores IR y EGFR.Las células C9 fueron mantenidas durante 16 h en medio con suero al 2% y
después en medio sin suero durante 3 h. Se realizaron preincubaciones de 30 minutos con los
inhibidores AG1024 [504M] y AG1478 [100nM]. Transcurridos los 30 minutos se estimuld con los
agonistas insulina [10nM] durante 15 minutos, EGF [50ng/ml] durante 5 minutos y LPA [1uM]
durante 5 minutos. . Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE vy analizadas utilizando un
anticuerpo anti-pAkt Ser473. Como control de carga se detectd actina. La gréfica representa los
datos obtenidos de 3 experimentos independientes, los datos son expresados como el promedio =+
ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la gréafica, *p<0.05 vs insulina, **p<0.01
vs EGF, ***p<0.01 vs LPA, #p<0.05 vs control, n=3.
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7.7El antagonista VPC 32183 bloquea de manera parcial al LPA a
diferentes tiempos.

En la linea celular C9 se localizan LPAR;, LPAR;, LPAR; (Gonzalez et al., 2008).
Para verificar si el efecto anteriormente visto en la fosforilacion de Akt Ser473 inducida por
LPA, es mediada por los LPARs en la linea celular C9, se procedid a incubar a las células con
el antagonista VPC 32183, especifico para LPAR; y LPARj; durante 30 minutos y
posteriormente estimuladas con LPA a diferentes tiempos. Se puede observar que la sefial de

Akt Ser473 disminuyd en presencia del antagonista (Figura 19).
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Figura 19. Participacion del antagonista VPC 32183 en la fosforilacién de Akt Ser473 inducida por LPA. Las
células C9 fueron mantenidas durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h.
Se realizaron preincubaciones de 30 minutos con el antagonista VPC 32183 [1uM]. Transcurridos los 30
minutos se estimulé con el agonista LPA [1uM] durante 2 y 5 minutos. Las proteinas fueron separadas por
SDS-PAGE y analizadas utilizando un anticuerpo anti-pAkt Ser473. Como control de carga se detectd actina.
La gréfica representa los datos obtenidos de 4 experimentos independientes, los datos son expresados como el
promedio * ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la grafica, *p<0.001 vs control,
**p<0.05 vs control, #p<0.01 vs LPA 2°. n=4,
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7.8 La insulina induce la activacion de ERK1/2.

La insulina activa a la via de las MAPK a través de dos mecanismos distintos, en el
primero por la activacion del IR que promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual se une
al complejo Grb2/SOS, que inicia el encendido de las MAPK y subsecuentemente lleva a la
fosforilacion de MEK y de las ERK1/2, y la segunda es independiente de Shc pero
dependiente de la activacion de IRS, el cual se une al complejo Grb2/SOS y el mecanismo es
el mismo que se describié para Shc (Oliveres y Arellano, 2008). De acuerdo con esto, se
decidié determinar el efecto de la insulina en la fosforilacién de ERK1/2 evaluando el tiempo

méaximo de fosforilacion.

Con el fin de caracterizar el efecto de la insulina sobre dicha activacion, las células C9
fueron estimuladas a diferentes tiempos con insulina 10nM (figura 20), observandose la
maxima fosforilacion de ERK1/2 a los 5 minutos, la cual disminuye a los 10 minutos y se
mantiene por lo menos hasta los 30 minutos llegando casi al nivel basal, como control de

carga se utilizé ERK total.
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Figura 20. Fosforilacion de ERK1/2 Thr202/Tyr204 por insulina. Las células C9 fueron mantenidas
durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h. Fueron tratadas
con 10nM de insulina por 2, 5, 10, 15 y 30 minutos. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y
analizadas utilizando un anticuerpo anti-pERK1/2 Thr202/Tyr204. Como control de carga se detect6
ERK total.. La grafica representa los datos obtenidos de 4 experimentos independientes, los datos son
expresados como el promedio + ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la gréafica.
*p<0.05 vs control n=4.
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7.9 El LPA induce la fosforilacion de ERK1/2.

Con respecto a la fosforilacion de ERK1/2 y el efecto que pudiera tener el LPA sobre esta
cinasa, se caracterizO el efecto del LPA sobre dicha activacion, las células C9 fueron
estimuladas a diferentes tiempos con LPA 1uM (figura 21), observandose la méxima
fosforilacion de ERK1/2 a los 2 minutos, que disminuye a los 5 minutos y a partir de los 15
minutos se mantuvo constante por lo menos hasta los 60 minutos, como control de carga se
utilizd Akt total.
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Figura 21. Fosforilacion de ERK1/2 Thr202/Tyr204 por LPA. Las células C9 fueron mantenidas
durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero durante 3 h. Fueron tratadas
con 1uM de insulina por 2, 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos. Las proteinas fueron separadas por SDS-
PAGE y analizadas utilizando un anticuerpo anti-pERK1/2 Thr202/Tyr204. Como control de carga se
detect6 Akt total. La grafica representa los datos obtenidos de 4 experimentos independientes, los
datos son expresados como el promedio + ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de
la gréfica. **p<0.01 vs control n=4.
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7.10El LPA incrementa la fosforilacion de ERK inducida por insulina.

En el caso del efecto del LPA en la fosforilacion de ERK1/2 inducido por insulina en
la via MAPK de la insulina, se realizaron preincubaciones con el LPA 1uM a diferentes
tiempos y un posterior estimulo con insulina 10nM por 15 minutos (figura 22). Estos
resultados sugieren que el LPA incrementa la fosforilacion de Akt Thr308 cuando las células
son preincubadas con el LPA durante 15 minutos; sin embargo, la sefial de ERK1/2
disminuyé después de los 30 minutos de preincubacion con el LPA llegando a niveles por

debajo del basal.
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Figura 22. Efecto del LPA en la fosforilacién de ERK1/2 Thr202/Tyr204 inducido por insulina. Las
células C9 fueron mantenidas durante 16 h en medio con suero al 2% y después en medio sin suero
durante 3 h. Fueron tratadas con 1uM de LPA por 15, 30, 45y 60 minutos y después con 10nM de
insulina durante 15 minutos. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas utilizando
un anticuerpo anti-pERK1/2 Thr202/Tyr204. Como control de carga se detectd Akt total. La grafica
representa los datos obtenidos de 4 experimentos independientes, los datos son expresados como el
promedio + ESM en porcentaje. Se muestra un blot representativo de la grafica n=4.
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VIII. Discusion

En el presente trabajo evaluamos como es que se lleva a cabo la regulacion de las dos
cascadas de sefializacion que se activan por insulina, PI3K/Akt y MAPK en la linea celular
C9 de epitelio de higado de rata. Se conocen bien los mecanismos que activan a la via
metabolica PI3K/Akt, bajo el estimulo de insulina a diferentes concentraciones. Por otro lado,
analizamos la posible participacion del LPA sobre las vias de sefializacion de la insulina.

La activacion de Akt por la insulina involucra la fosforilacion en los residuos Ser473 en el
dominio carboxilo terminal y Thr308 en el asa de activacion. Cuando los dos residuos se
encuentran fosforilados, la proteina esta completamente activa. La fosforilacion de la Ser473
es mediada por la cinasa PDK2 y sucede primero, permitiendo la fosforilacion por la cinasa
PDK1 de la Thr308. La mutacion de la Thr308 a alanina (Ala), bloquea la activacion de Akt,
indicando que este sitio es importante para la actividad de Akt. Sin embargo, la mutacion de
la Ser473 a Ala, s6lo parcialmente altera la actividad de Akt, sugiriendo que este residuo es

importante para la completa activacion de Akt (Arellano, 2008).

En nuestro grupo de trabajo recientemente se demostré que la via de PI3K/Akt puede ser
activada a través del estimulo con insulina, evaluando la fosforilacion de Akt en la linea
celular C9, a la concentracion de 100 nM, induce una réapida fosforilacion de Akt (Arellano,
2008).

Estos datos los confirmamos en este trabajo, a diferencia de que utilizamos una
concentracion menor en nuestros estimulos con insulina (10 nM); sin embargo, de igual
manera pudimos observar que la insulina, como era de esperar, promovio la fosforilacion de
Akt en el residuo Ser473 como en el residuo Thr308, aunque la temporalidad de fosforilacién

fue diferente para cada residuo.

En la estructura de los GPCRs existen residuos especificos de fosforilacién importantes
para la regulacion de su sefializacién. El papel fundamental de estos sitios radica en que, dada
su composicion, pueden inducir el reclutamiento de proteinas. Este efecto se provoca, tanto
por la fosforilacion del receptor, como por los consecuentes cambios conformacionales que

provocan la exposicion de dominios de union a estas proteinas (Diaz, 2007).

El grupo del Dr. Sung Ho Ryu, en un reciente trabajo demostro la participacion del LPA
en la activaciéon de Akt en su isoforma 1, sugiriendo que el LPA aumenta la fosforilacion de

Akt-1 sin efectos sobre el IRS-1; por otro lado, demostraron que la captura de glucosa en las
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células 3T3-L1 adipocitos y en L6 GLUT4 miotubos, se ve disminuida cuando las células son
pretratadas con un inhibidor de PI3K, el LY294002 (Yea, 2008).

De igual manera evaluamos la participacion del LPA sobre la activacion de Akt, el
anticuerpo gue nosotros utilizamos detecta las tres isoformas principales de Akt (Akt;, Akty,
Aktz) y observamos que el LPA tiene un efecto sobre la fosforilacion de los dos residuos de
activacion de Akt a través de un estimulo con LPA: a la concentracion de 1 uM, la
temporalidad de fosforilacion de la Ser473 y Thr308 fue diferente; sin embargo en ambos
casos pudimos observar que Akt es activada a tiempos muy cortos. Por otra parte, pudimos
observar que la fosforilacion en Akt Ser473, a través del estimulo con LPA, es semejante a la
fosforilacion a través del estimulo con insulina, este dato nos sugiere que el LPA actua de
manera similar a la insulina en la linea celular C9, sobre la activacion de Akt Ser473.

Se sabe que tanto el LPA como la insulina, en condiciones fisiol6gicas y normales,
circulan en el torrente sanguineo en concentraciones uM, de tal manera que también
realizamos ensayos de concentracion respuesta, para evaluar la concentracion adecuada que
utilizamos en los experimentos; de igual manera, observamos que tanto la insulina como el
LPA provocan la respuesta en nuestra linea celular, a diferentes concentraciones,
incrementando la fosforilacion de la Ser473 de Akt, lo cual nos sugiere que el efecto es
dependiente de la concentracion y en comparacion con nuestros datos anteriores, observamos

que tanto insulina como LPA tienen un efecto dependiente de la concentracion y del tiempo.

El aspecto principal que se encontr6 en este trabajo, fue cuando las células fueron
expuestas al LPA de manera previa a la insulina y evaluamos la fosforilacion de los dos
residuos de activacién de Akt: observamos que en ambos casos el LPA incrementd la
fosforilacion, aunque la temporalidad de fosforilacion fue diferente para cada residuo,
pudimos observar que en el caso de la Ser473, ese incremento en la sefial se mantiene por lo
menos hasta los 60 minutos, con estos datos sugerimos que el LPA sensibiliza la sefial de Akt
en la linea celular C9. Por otra parte, la fosforilacion de la Thr308 incrementa
transitoriamente y disminuye despues de los 15 minutos. Ademas, es el primer estudio en
donde se observa que el tratamiento con LPA podria tener un efecto aditivo o sensibilizando
de manera distinta la fosforilacion de Akt de cada residuo y hasta el momento no hay reportes

gue sustenten su participacion especifica en respuestas metabélicas.

Con respecto a la activacion de la via de las MAPK, evaluamos la fosforilacién de

ERK1/2 Thr202/Tyr204, a través de un estimulo con insulina, en este resultado observamos,
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como era de esperarse, que la insulina activara esta via fosforilando a ERK1/2 a los pocos
minutos, estos datos ya han sido reportados por diferentes grupos de investigacion y en

diferentes lineas celulares (Holmstrém, 2010; Kim, 2008).

Cuando evaluamos el efecto que produce el LPA en la activacion de ERK1/2, observamos
que, de igual manera, esta via se activa en pocos minutos, ya que el LPA esta muy
relacionado con la proliferacion y supervivencia celular, y la principal funcién de ERK1/2
estd relacionada con la diferenciacion celular y transcripcion de genes. Estos datos
concuerdan con lo reportado por el grupo de la Dra. Therese Holmstrém, el cual dice que el
LPA fosforila a ERK1/2 en tiempos muy cortos en una linea celular de adipositos; por otro
lado, el Dr. Do Young Kim report6 que en una linea celular de epitelio de es6fago de gato,
ERK1/2 incrementd su sefial a los 10 minutos; sin embargo, este grupo de investigadores
utilizé una concentracion menor (10 nM). Estos datos sugieren que en nuestra linea celular
C9, el LPA tiene los mismos efectos que en cualquier otra linea celular de las ya reportadas,
en el sistema de sefializacion de la via de las MAPK.

De manera interesante, observamos en los datos obtenidos al evaluar la respuesta que
tuvieron las células al ser preestimuladas con el LPA y posteriormente con insulina, la
fosforilacion de ERK1/2 incrementd, no de manera significativa, a los 15 minutos del
preestimulo; sin embargo, después de los 30 minutos de preestimulo con LPA la sefial
disminuyd, este dato sugiere que el LPA estuviera actuando de manera negativa en la
activacion de ERK1/2 después de 30 minutos de exposicion y posteriormente con insulina, sin

embargo, los experimentos realizados no nos permiten saber si esta ocurriendo esto.

Para determinar el mecanismo por el cual actda el LPA sobre la activacion de la via de
PI3K/Akt en la sefializacion por insulina, en el presente trabajo nos propusimos evaluar si la
via que sigue el LPA es la via que es activada por la proteina Gi, o lo hace a través del
receptor de insulina (IR) o del receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGFR), por el
mecanismo determinado como transactivacion de RTKs a través de GPCRs. Nosotros
inhibimos a los receptores IR y EGFR y posteriormente hicimos un estimulo con LPA para
determinar su participacion, el resultado que obtuvimos nos sugiere que el LPA transactiva a
los receptores de IR y EGFR en esta linea celular, estos datos concuerdan con los resultados
de la Dra. Holmstrom donde en dos lineas celulares diferentes de adipocitos, el LPA

transactiva al receptor de EGF fosforilando a ERKZ1/2; sin embargo, este grupo de
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investigadores observo lo contrario en un cultivo primario de adipocitos, donde el LPA no

transactivo al EGF.

Por ultimo, se probo un antagonista para el receptor de LPA, ya que como recientemente
se reportd por el grupo del Dr. Garcia Sainz, en la linea celular C9 se encuentran de manera
enddgena LPARs (3 de los 5 descritos). Evaluamos si el efecto en la fosforilacion de Akt
Ser473 inducida por LPA, es bloqueada por el antagonista VPC 32183, que es especifico para
LPAR; y LPAR;. Nuestros datos sugieren que el LPAR; pudiera tener mayor participacion, el
LPAR; se expresa menos, en la activacion de Akt Ser473 en las células C9 y el LPAR; no es
bloqueado por el VPC 32183. De tal manera que al seguir observando un ligero incremento
en la fosforilacion de Akt, ain cuando 2 de los 3 receptores estdn bloqueados por el VPC
32183, sugerimos que los LPARs 1,2 y 3 participan en la activacion de Akt Ser473.
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IX. Conclusiones

En conclusion nuestros resultados sugieren que el LPA podria tener un efecto aditivo
sobre la activacion de las vias de insulina, sin embargo, tenemos evidencias de que podria
estar sensibilizando tanto a la via PI3K/Akt y MAPK, al inhibirse la activacion de Akt Ser473
cuando blogueamos a IR y EGFR inducido con LPA. Aunque desconocemos los mecanismos
por los cuales el LPA inicia sus efectos, en resumen podemos decir que:

e Los efectos de insulina y LPA en la via de sefializacion de PI3K/Akt son dependientes

del tiempo y la concentracion.

e Lainsulinay el LPA tienen la capacidad de inducir la fosforilacién de los dos residuos
de activacion de Akt (Ser473y Thr308).

e La fosforilacion de ERK1/2 es mediada por insulina y LPA.
e Los LPARs que se expresan de manera enddgena en las células C9, posiblemente
estén participando en la activacion de Akt Ser473 de manera simultanea. Con nuestros

datos, sugerimos que el LPAR; pudiera tener mayor participacion en esa activacion.

e Los receptores de IR y EGFR son transactivados por LPA.
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