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RESUMEN

La glucosa es la principal fuente de energia para las células del sistema inmunoldgico, el
transporte facilitado de esta hexosa es mediado por la familia de transportadores GLUT, los
cuales exhiben diferente afinidad y especificidad por la glucosa y otros sustratos, asi como
una distribucién tejido especifica. EI metabolismo de la glucosa esta limitado por la velocidad
de captacién de esta hexosa por las células. En la historia natural del desarrollo de la
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), las células B pancreéticas incrementan la secrecién de
insulina en respuesta a la resistencia a esta hormona en los érganos blanco. Cuando la
produccion de insulina es insuficiente para superar esta resistencia, los niveles plasmaticos
de glucosa aumentan, dando lugar al desarrollo de hiperglicemia estableciéndose asi la
DMT2. La DMT?2 esta asociada con diversas conmorbilidades micro y macro angiopaticas.
Adicionalmente, los pacientes diabéticos desarrollan con mayor frecuencia enfermedades
infecciosas y cancer respecto a los no diabéticos, lo cual sugiere alteraciones en el sistema
inmunolégico de estos pacientes. Por otra parte, se ha demostrado que la insulina afecta la
funcién de las células del sistema inmunoldgico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la concentracién elevada de insulina en la expresion de los transportadores GLUT y
el consumo de glucosa en los macréfagos THP-1 en condiciones basales y de infeccion con
Candida albicans. Se usaron seis grupos de trabajo, los cuales fueron macréfagos infectados
y no infectados; a su vez en cada uno de estos dos grupos se dividieron en tres grupos
cultivados: en ausencia de insulina, 10 pUl/mL y 45 pUl/mL de esta hormona. Posteriormente
se determind por citometria de flujo la expresién de los transportadores GLUT1-5, asi como
la captacion de glucosa a los 20, 40 y 60 minutos. Se encontré que los macréfagos THP-1
expresan basalmente los transportadores GLUT1, GLUT3, GLUT4 y GLUT5, esta expresion
se incrementa en presencia de insulina para los receptores GLUT 4 y GLUT5, mientras que
el efecto de la infeccién incrementa la expresion en membrana de los transportadores GLUT3
y GLUTS5. También se observé que la expresion de los transportadores GLUT3 y GLTUS asi
como la captacién de glucosa por parte de los macréfagos THP-1 infectados disminuye en
presencia de una alta concentracién de insulina comparada con el grupo tratado con insulina
a concentracion fisiol6gica. Este trabajo pone de manifiesto que una concentracién elevada
de insulina puede disminuir la captacion de glucosa en los macrofagos infectados, lo cual
podria alterar la actividad microbicida de los macréfagos.
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1. MARCO TEORICO

El metabolismo es fundamental para la funcién de los macréfagos y otras células del sistema
inmunitario. Actualmente existe un gran interés en el entendimiento de como las vias
metabdlicas influyen en la respuesta inmunologica y finalmente cdmo participan en la
resolucion o progresion de una enfermedad infecciosa (Wolowczuk et al., 2008). El
metabolismo refiere una compleja red de reacciones bioquimicas involucradas con la
produccion y biosintesis de macromoléculas (Nelson y Cox, 2009). Esta demanda de energia
puede ser diferente para cada una de las células del sistema inmunitario y la naturaleza de la
respuesta requerida (Pearce et al., 2013).

En todas las células eucariotas se requiere un suministro continuo de energia libre para
mantener su estructura altamente organizada, el transporte activo de iones y moléculas, la
sintesis de macromoléculas a partir de precursores sencillos, entre muchas otras funciones.
Las células del sistema inmunoldgico utilizan el carbono de moléculas combustibles tales
como la glucosa y &cidos grasos, las cuales se oxidan hasta diéxido de carbono (COy) y la
energia liberada se utiliza para generar adenosin trifosfato (ATP) a partir de adenosin
difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) (Calder, 1995).

La glucosa es la principal fuente de energia y es un sustrato importante para la sintesis de
lipidos y proteinas en las células, provee energia en forma de ATP a través de la glucdlisis, el
ciclo del acido citrico y mediante la fosforilacion oxidativa. Es también utilizada en la sintesis
de glicerol para la produccién de triglicéridos, ademas provee intermediarios para la sintesis
de aminoacidos no esenciales. Este carbohidrato es obtenido directamente de la dieta,
principalmente después de un proceso de hidrdlisis de los disacaridos y polisacéaridos, y
mediante su sintesis en 6rganos como el higado a partir de otros sustratos. La glucosa
derivada de la dieta es transferida del lumen intestinal, posteriormente alcanza torrente
sanguineo y es transportada de la circulacion al interior de las células blanco (Stryer et al.,
2012; Feng y Keating, 2007).
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1.1. Transportadores GLUT

Para poder llevar a cabo funciones importantes como la oxidacién, generacién de energia y
almacenaje en forma del polimero conocido como glucdgeno, la glucosa debe ingresar a la
célula para incorporarse a las vias metabdlicas ya mencionadas. Sin embargo, la glucosa es
incapaz de difundir directamente a través de las membranas celulares debido a su naturaleza
polar, por tanto requiere de proteinas transportadoras transmembranales que formen “poros”
gue comuniquen el exterior con el interior celular, permitiendo el transporte especifico de la

glucosa y otros monosacaridos al citosol de la célula (Diaz y Burgos, 2002; Devlin, 2006).

Estos transportadores comprenden dos grupos estructural y funcionalmente diferentes:

|. Co-transportadores de glucosa dependientes de Na* (SGLT), del inglés Sodium/Glucose

Transporters.
Il. Transportadores de difusion facilitada uniportes para hexosas independiente de Na®,
familia GLUT, por sus siglas en inglés Glucose Transporters (Bermudez et al., 2007;

Augustin, 2010).

|. Familia de los co-transportadores de glucosa dependientes de sodio (SGLT).

Este sistema se denomina SGLT y se conocen 6 isoformas (SGTL1-6), estos transportadores
aprovechan el gradiente electroquimico provisto por la bomba (sodio-potasio) Na'-K* ATPasa
para el transporte de glucosa al interior de la célula en contra de un gradiente de
concentracion. Estos transportadores han sido descritos en el epitelio intestinal y en los
tubulos contorneados proximal y distal, permiten la absorcion rapida de esta molécula desde
el ileon hacia el sistema portal, asi como la reabsorcion de la glucosa filtrada en el glomérulo

al torrente circulatorio, respectivamente (Bermudez et al., 2007).

10
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Il. Transportadores de glucosa por difusién facilitada

Los transportadores GLUT son proteinas que permiten el paso de la glucosa y otros
monosacaridos mediante el transporte pasivo o facilitado, en el cual se moviliza la glucosa a
favor del gradiente de concentracion. En este sistema no se requiere de un aporte de energia
dado por la hidrélisis del ATP a ADP, asi como tampoco se utiliza un gradiente
electroquimico de Na® 6 H* (Wood y Trayhurn, 2003; Devlin, 2006).

Todos los miembros de la familia de transportadores GLUT poseen un conjunto de
secuencias primarias de aminoacidos extremadamente conservadas que determinan
estructuras secundarias y terciarias que son responsables de las caracteristicas funcionales
de la proteina: especificidad por uno o mas carbohidratos, afinidad por el sustrato,
distribucion tisular, ubicacién celular, regulacion de su actividad a través de hormonas u otros

estimulos (Bermudez et al., 2007).

De acuerdo con la informacién obtenida de la secuencia de aminoacidos por medio de
librerias de acido desoxirribonucleico complementario (CADN), las 13 isoformas comparten
caracteristicas estructurales en comuan: las 13 proteinas GLUT comprenden
aproximadamente 500 residuos de aminoacidos, formando doce alfa-hélices
transmembranales conectadas entre si por asas hidrofilicas, cuyos grupos amino y carboxilo
terminal se encuentran orientados hacia el citosol y una regién de N-glicosilacién en la
primera o quinta asa extracelular, (Figura 1). Es importante sefialar que los aminoécidos mas
conservados de la familia GLUT en el humano se encuentran en las 12 alfa-hélices y las
mayores divergencias se han encontrado en el asa intracelular que conecta las alfa hélices 6
y 7 (Gould y Holman, 1993; Augustin, 2010).

11
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Figura 1. Estructura general de los transportadores GLUT. Los transportadores GLUT contienen
12 hélices transmembranales con un extremo amino (N) y carboxilo (C) terminal dispuestos
intracelularmente. (Adaptado de Gould y Holman, 1993)

1.1.1. Mecanismos del transporte de glucosa através de la membrana

Los segmentos transmembranales de los transportadores GLUT 1, 3, 5, 7, 8 y 11 contienen
aminoacidos que poseen grupos hidroxilo (OH) y carbamido (CONH;) que participan en la
formacion de puentes de hidrégeno transitorios con los grupos hidroxilo de la glucosa. La
evidencia experimental sugiere que la glucosa entra a la célula en cuatro pasos: en primer
lugar la glucosa se une al transportador en la cara externa de la membrana; posteriormente
el transportador GLUT sufre un cambio conformacional, la glucosa y su sitio de unién quedan
localizados en la cara interna de la membrana; después el transportador libera la glucosa al
citoplasma; por ultimo el transportador GLUT libre cambia nuevamente de conformacion,
para exponer el sitio de union a la glucosa en la cara externa y retorna a su estado inicial.
Una vez dentro de la célula, la glucosa es rapidamente fosforilada y metabolizada, (Figura 2)
(Lienhard et al., 1992; Nelson y Cox, 2009).

12
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p-Glucose

Figura 2. Modelo del transporte de glucosa a través de GLUT1 en eritrocitos. El transporte
ocurre en cuatro pasos. 1. La glucosa se une a un sitio estereoespecifico en T;; esto disminuye la
energia de activacion para 2. Un cambio conformacional de la glucosa exerior ® T1 @ glUCOSA interior« T2, 12
glucosa efectlia su paso a través de la membrana. 3 la glucosa es liberada de T, al citoplasma, y 4 el
transportador regresa a la conformacion T, listo para transportar otra molécula de glucosa.
Adaptacion (Nelson y Cox, 2007).

Basados en el dendograma construido a partir de alineamientos de secuencia multiple, la

familia GLUT se divide en: clase I, clase Il y clase lll, (Figura3) (Mobasheri et al., 2008).

GLUT12

GLUT3
BLUTZ quum GLUT11

GLUT4

— GLUTS

GLUT10 — e

GLUTS

GLUT7

HMIT

0.1 GLUT6E

Figura 3. Dendograma de la familia de transportadores de glucosa (GLUT). Fue construido a
partir de alineamientos de secuencia multiple de los 13 miembros de la familia GLUT en humanos.
Las tres clases de proteinas GLUT estan codificadas como: clase I. azul, clase Il morado y clase Il

13
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verde. La escala representa 0.1 sustituciones por posicion de aminoacido. HMIT (trasnportador mio-
inositol-acoplado-H"). Adaptacién Mobasheri et al., 2008.

1.1.2. Transportadores de difusién facilitada clase |

La clase | de transportadores facilitados comprenden a GLUT1, GLUT2, GLUT3 y GLUT4, los
cuales fueron agrupados en este conjunto por su similitud en términos de estructura, funcion

y distribucion en los tejidos (Wood y Trayhurn, 2003).

El gen de GLUT1 se ubica en el cromosoma 1p35.31.3, este GLUT posee una alta afinidad
por la glucosa [constante de Michaelis-Menten (Km) = 1-2 mM] por lo que es capaz de
transportarla al interior de las células practicamente a cualquier concentracion. Se considera
como un transportador basal de glucosa puesto que mantiene su concentracién intracelular
estable, hecho de gran importancia en aquellas células que requieren un suministro
constante de la misma para la produccion de energia. EIl GLUT1 se expresa particularmente
en el cerebro (incluyendo la barrera hemato-encefélica) y eritrocitos. Se observan niveles

moderados de expresion en tejido adiposo, musculo e higado (Bermudez et al., 2007).

El GLUT 2 es un transportador de glucosa de baja afinidad (Km = 15-20 mM), su gen se
ubica en el cromosoma 3026.1-26.3. Debido a su baja afinidad por la glucosa y su alta
expresion en las células B del pancreas e higado, se ha propuesto que este transportador
funciona como sensor de glucosa. Debido a su elevado Km este GLUT transporta a la
glucosa en funcibn de su concentraciéon por lo que se le atribuye la propiedad de
glucosensor. Asi por ejemplo, cuando existe una baja concentracion de glucosa en plasma el
transportador GLUT2 no es capaz de transportar glucosa al interior de la célula 3 del
pancreas y, por lo tanto, la secrecion de insulina es muy baja. Sin embargo, después de las
comidas cuando se incrementa la concentracion plasmética de glucosa en suficiente
magnitud para poder ser transportada al interior de la célula B pancreética, la generacion de
ATP producto del metabolismo de la glucosa es capaz de estimular la liberacion de insulina
(Johnson et al., 1990; Bermudez et al., 2007).

14
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Se ha descrito la intervencion del GLUT2 en el metabolismo hepatico de la glucosa. Después
de ingerir alimentos, el higado es capaz de incorporar la glucosa gracias a GLUT2 para ser
convertida rapidamente en glucégeno. De forma inversa, durante el periodo post-pandrial
tardio (comprendido de 6 a 8 horas después de las comidas) el glucogeno es degradado
generando moléculas de glucosa que salen del higado al torrente sanguineo, manteniendo
asi los niveles de glucosa plasmética dentro de los limites normales (Matschinsky, 1990;
Bermuadez et al., 2007). El GLUT2 es encontrado adicionalmente en la superficie del tdbulo
proximal en el riidn y en enterocitos, donde forma parte de la via trans-celular del transporte

de glucosa y fructosa (Wood y Trayhurn, 2003).

El receptor GLUT3 es un transportador de glucosa de alta afinidad (Km= 1-2m M) fue
caracterizado primariamente en cerebro. La presencia de este transportador co-agregado
con el GLUT1 en tejido nervioso es indicativo de que este transportador lleva a cabo
funciones de mantenimiento del nivel basal de glucosa en neuronas. El gen que codifica esta
proteina estd localizado en el cromosoma 12p13.3 (Bermudez et al., 2007; Mueckler y
Thorens, 2013).

Un transportador de glucosa que responde a la insulina es GLUT4, el cual tiene alta afinidad
por la glucosa (Km = 5 mM) se encuentra fundamentalmente en corazén, musculo
esquelético y tejido adiposo, donde es el responsable de la reduccién del incremento post-
prandial de los niveles de glucosa plasmaticos. El gen que codifica este transportador de
glucosa se ubica en el cromosoma 17pl3. En condiciones basales, la mayoria de las
moléculas de GLUT4 se encuentran localizadas dentro de vesiculas en el citosol que forman
dos tipos de compartimientos bien definidos, ya que un grupo de estas vesiculas responden
a laiinsulina y otro grupo responde fundamentalmente al estimulo que representa la actividad
fisica. La insulina actua estimulando la traslocacion de vesiculas que contienen a GLUT4 de
almacenes intracelulares a la membrana plasmatica, resultando en un incremento inmediato

de 10 a 12 veces en el transporte de glucosa (Wood y Trayhurn, 2003).

Una vez que la insulina interacciona con su receptor y éste es activado, se inicia el
encendido de cascadas de sefalizacion que dependen de un numero orquestado de

interacciones proteicas. Existen dos vias principales de transduccién que son activadas por

15
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accion de la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas
activadas por mitdbgenos (MAP cinasas). Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de
la insulina asociadas a la regulacion del metabolismo energético, expresion genética y otros

efectos mitogénicos (Olivares y Arellano, 2008; Leto y Saltiel, 2012).

1.1.3. Transportadores de difusién facilitada clase Il

Los transportadores de difusion facilitada de clase Il estdn encabezados por el transportador
de fructosa GLUT5, e incluye a los transportadores tejido-especifico (ver Tabla 1) GLUT7,
GLUT9 (ninguno de los cuales han sido completamente caracterizados) y GLUT11

El gen que codifica el transportador GLUTS5 se localiza en el cromosoma 1p36.22. El GLUT5
es un transportador de fructosa (Km = 10-13 mM). Es expresado predominantemente en
intestino delgado, testiculos y rifilones. Su expresion en el masculo esquelético humano se
relaciona a su capacidad de utilizar la fructosa para la glucdlisis y la sintesis de glucégeno de
forma independiente a la incorporacion por medio de GLUT1 y GLUT4 (Mobasheri et al.,
2008)

1.1.4. Transportadores de difusién facilitada clase I
Comprende cinco miembros: GLUT6, GLUT8, GLUT10, GLUT12 y el transportador mio-

inositol-acoplado-H (HMIT). Cada uno de estos transportadores esta distribuido en diferentes

tejidos, como es descrito en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Resumen de las caracteristicas biogquimicas de la familia de transportadores de

glucosa GLUT. Las tres clases de proteinas GLUT estan codificadas como: clase | azul, clase Il lila
y clase lll verde. Modificado de Mueckler y Thorens, 2013.

Nombre del o Locus del gen
Sustratos Km[mM] Distribucion tisular
transportador humano
Glucosa, galactosa, Eritrocitos, cerebro, barrera
GLUT 1 2 o 1p35-31.3
manosa, hemato-encefalica
glucosamina
Higado, islote de
Glucosa, galactosa, _ _ .
GLUT 2 17 Langerhans, intestino, rifion | 3g26.1-926.2
fructosa, manosa
y cerebro
Glucosa, galactosa, Cerebro (neuronas),
GLUT 3 2 ) 12p13.3
manosa testiculos
Tejido adiposo (blanco y
Glucosa, i i .
GLUT4 _ 5 café), musculo esquelético y 17p13
glucosamina _
cardiaco
Fructosa 10 Intestino delgado, rifion 1p36.2
GLUT6 Glucosa 5 Cerebro, bazo, leucocitos 9934
Glucosa, fructosa 0.3-0.06 Intestino delgado, testiculos 1p36.2
Glucosa, fructosa, Testiculos, cerebro, higado,
GLUTS 2 . _ 90g33.3
galactosa bazo, tejido adiposo
Urato (glucosa, _ Rifidn, higado, intestino
no descrita 4p16-15.3
fructosa) delgado
Corazon, cerebro, higado,
GLUT10 Glucosa, galactosa 0.3 musculo esquelético, 20913.1
pancreas
Glucosa, fructosa no descrita Corazdén, musculo 22q11.2
_ Corazdén, musculo
GLUT12 Glucosa no descrita » 6q23.2
esquelético
GLUT13/ HMIT mio-inositol no descrita Cerebro, tejido adiposo 12q12
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1.2. Alteraciones en la captacion de glucosa: Diabetes

El metabolismo de la glucosa en los mamiferos esta limitado por la velocidad de captacién de
esta hexosa por las células y su fosforilacion por la hexocinasa. Los transportadores GLUT1,
GLUT2 y GLUT3 se expresan de forma constitutiva en la membrana plasmatica de los
eritrocitos, células B del pancreas y neuronas, respectivamente por mencionar algunos. Por
el contrario, el principal transportador de glucosa en las células de musculo esquelético,
musculo cardiaco y tejido adiposo, GLUT4, esta secuestrado en pequefias vesiculas
intracelulares y se desplaza a la membrana plasmatica en respuesta a la sefial de insulina y
a la contraccion muscular (Nelson y Cox, 2009; Gomez y Urdampilleta, 2012). Cuando
existen alteraciones en la produccion de insulina 6 pérdida de la sensibilidad a esta hormona,
existe una disminucién en la captacion de glucosa, dando como resultado niveles
anormalmente elevados de glucosa en sangre y promoviendo el establecimiento de la
diabetes mellitus (DM) (Rang et al., 2008).

La DM es un trastorno metabdlico crénico que afecta al metabolismo intermedio de los
carbohidratos, proteinas y grasas, es caracterizado por una concentracion sanguinea de
glucosa elevada o hiperglicemia, causada por una deficiencia de insulina, a menudo
combinada con una resistencia a la misma. Es de caracter heterogéneo, con grados
variables de predisposicion hereditaria y con participacién de diversos factores ambientales
(Modificacion a la NOM-015-SSA2-1994).

La DM es un reto de salud global; estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indican que actualmente existen 347 millones de personas con esta enfermedad
(OMS, 2012). En México, durante las ultimas décadas el nimero de personas que padecen
diabetes se ha incrementado y actualmente figura entre las primeras causas de muerte en el
pais. Los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT) identifican a
6.4 millones de adultos mexicanos con diabetes, es decir, 9.2% de los adultos en México han
recibido ya un diagnostico de diabetes. El total de personas adultas con diabetes podria ser
incluso el doble, de acuerdo a la evidencia previa sobre el porcentaje de diabéticos que no
conocen su condicion (ENSANUT, 2012).
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La clasificacion de la DM segun la OMS comprende tres grupos: diabetes mellitus tipo 1
(DMT1), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y diabetes mellitus gestacional (DMG) (OMS, 2014).

La DMT1 resulta de la destruccion autoinmune progresiva de las células  pancreaticas, lo

gue conduce a una deficiencia completa de insulina (Gruber et al., 2006).

La DMT2 presenta dos principales anormalidades: resistencia a la insulina y disfuncion de las
células B del pancreas. Es frecuentemente asociada con obesidad visceral y central, asi
como factores de riesgo cardiovasculares como la hipertensién y anormalidades en el
metabolismo de las lipoproteinas (Gruber et al., 2006). En la historia natural del desarrollo de
la DMT2, la resistencia a la insulina (IR) esta presente antes del establecimiento de la
enfermedad clinica. Las células B pancréaticas incrementan la secreciéon de insulina
(condicién conocida como hiperinsulinemia) en respuesta a la resistencia a la insulina y
durante un periodo de tiempo, son capaces de contrarrestar efectivamente la IR y mantener
los niveles de glucosa por debajo de los niveles de hiperglicemia diabética, etapa conocida
como pre-diabetes. Sin embargo, cuando la funcién de las células  pancreaticas comienza a
declinar, la produccion de insulina es insuficiente para superar la IR y los niveles plasmaticos
de glucosa aumentan. El incremento en la glicemia es paralelo a declive de la funcién de las
células B del pancreas, una vez establecida, la IR permanece relativamente estable durante

un tiempo, condicién que varia de un individuo a otro (Weir y Bonner, 2004).

La DMG se define como una alteracién del metabolismo de los hidratos de carbono, de
severidad variable, que se inicia 0 se reconoce por primera vez durante el embarazo
(Modificacion a la NOM-015-SSA2-1994).

1.2.1. Complicaciones de la diabetes mellitus

La DM no suele cursar con complicaciones cuando el control glucémico es adecuado, pero si
no existe este control la hiperglicemia crénica puede causar diferentes alteraciones. Dentro
de las complicaciones crénicas derivadas de la DM se pueden dividir en dos categorias: las

complicaciones microangiopaticas y las complicaciones macroangiopaticas. Las
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manifestaciones microangiopaticas se caracterizan por la afectaciéon de los pequefios vasos
de la microcirculacién que afectan a la retina, los glomérulos y los nervios periféricos,
conocidos como retinopatia, nefropatia y neuropatia diabética, respectivamente. La diabetes
se asocia también con una aceleracion de enfermedades macroangiopaticas de tipo
arterosclerético que afectan a las arterias que nutren el miocardio, el cerebro y extremidades
inferiores, dando como resultado la cardiopatia isquémica, los accidentes cerebrovasculares

y la arteriopatia periférica (Tébar y Escobar, 2009; Giacco y Brownlee, 2012).

1.2.2. Infecciones en pacientes diabéticos

Antes del la introduccion de la insulina y los antibiéticos, el sector salud informaba que las
infecciones contribuian significativamente a las muertes asociadas a la diabetes. Se
estimaba que las infecciones mataban 1 de cada 5 pacientes en la década de 1920
comparado a 1 de cada 20 a finales de los afios 60s. A pesar de los avances recientes en el
manejo tanto de la diabetes como de las enfermedades infecciosas, los pacientes diabéticos
contindan presentando un alto riesgo de contraer enfermedades infecciosas. Aun cuando el
control de la glicemia reduce significativamente las complicaciones de la DMT1 y DMT2, la
relacion entre la glicemia y las infecciones no se ha esclarecido del todo. Otros factores,
incluyendo la atenuacion de la respuesta inmunolégica y el dafio en tejidos en estos

pacientes pueden jugar un papel importante (Peleg et al., 2007).

La diabetes estd asociada con diversas enfermedades infecciosas, las cuales son mas
comunes en pacientes con esta enfermedad que en la poblacion restante (Mantzoros et al.,
2006). Las infecciones en piel y tejidos blandos ocurren cominmente en pacientes con
diabetes, pueden incluso ser una caracteristica de la enfermedad y a menudo sufren de
complicaciones recurrentes. La incidencia en la colonizacién asi como la infeccién con
hongos, principalmente Candida albicans es cominmente observada en pacientes con un

control inadecuado de glucosa (Coleman, 2011).
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1.2.3. Infecciones por Candida albicans

Candida albicans es un hongo dimdrfico y puede exhibir la morfologia levaduriforme o
micelial (Reiss et al., 2012). Este hongo oportunista es un comensal de las vias
gastrointestinales, la mucosa bucal y vaginal, asi como de la piel perianal de individuos
sanos (Sobel, 2008). La transicion del estado de comensalismo a un estado patégeno se ha
asociado a los factores de virulencia propios de C. albicans: la capacidad de adhesion; la
produccion de enzimas proteoliticas (proteasas y fosfolipasas), las cuales facilitan la
penetracion y la degeneracién de queratina y coldgeno; la transformacién morfolégica de la
levadura en hifa, que favorece la penetracion y permite evadir el sistema de defensa, pues la
hifa libera mayor cantidad de fosfolipasas y es mas resistente a la fagocitosis; los cambios
fenotipicos, que permiten al hongo adaptarse a condiciones cambiantes. Otro mecanismo
gue promueve la elevada incidencia de infecciones en el paciente diabético es el aumento en
la adherencia de microorganismo en mucosas Yy células epiteliales comparado con sujetos

sanos (Arenas, 2011).

En los pacientes diabéticos, las alteraciones metabdlicas conllevan una mayor concentracion
de glucosa que favorece la proliferacion de la levadura en mucosas. Asimismo, la
glucosilacibn no enzimatica de las proteinas por alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos propicia las infecciones diseminadas, no es frecuente encontrar este tipo de
infecciones a menos que el paciente reciba antibidticos de amplio espectro,
inmunosupresores o nutricion parenteral (Guarner y Brandt, 2011). Candida albicans
promueve cambios en el pH local de la vagina, lo que propicia su desarrollo en este sitio
anatomico (Arenas, 2011). Es ampliamente aceptado que otras alteraciones en la diabetes
no controlada son la disminucién en la capacidad quimiotactica y fagocitica de los neutrofilos
(Marhoffer et al., 1992; Delamaire et al.,, 1997). Sin embargo, estos trabajos no son
contundentes. Cuando Candida albicans se torna patégena causa afecciones mucocutaneas
tales como: infecciones en la boca (estomatitis, glotitis y quelitis angular), en intertrigos y

genitales (balanitis) en los hombres y vaginitis en las mujeres (Bonifaz, 2012).
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1.2.4. Respuesta inmunolégica innata contra Candida albicans: el papel del macréfago

Las células del sistema inmunoldgico que actian como primera linea de defensa en la
infeccion por C. albicans son las células presentadoras de antigeno profesionales (APC), las
cuales incluyen a los monocitos/macrofagos y a las células dendriticas (DCs) y linfocitos B
(Miramon et al., 2013). Los macrofagos han sido considerados importantes células efectoras
del sistema inmunitario. El término “macréfago” fue usado por primera vez hace mas de 100
afios por Elie Metchnikoff, para describir a las grandes células fagociticas mononucleares
gue observo en tejidos. Los macrofagos son células extraordinariamente versatiles, estan
presentes en practicamente todos los tejidos del cuerpo, donde participan en una
abrumadora variedad de procesos bioldgicos. Sin embargo, como centinelas del sistema
inmunoldgico los macrofagos poseen un amplio repertorio funcional; detectan, fagocitan y
destruyen agentes infecciosos, ademas de participar en la respuesta de los linfocitos T a
través de la presentacion de antigeno. (Heinsbroek y Gordon, 2007; Morrissette et al., 1999).

Para eliminar patégenos, los macrofagos al igual que otras células del sistema inmunolégico,
deben ser capaces de distinguir lo propio de lo extrafio. El reconocimiento de Candida
albicans es mediado por receptores de reconocimiento de patrones (PRR), los cuales
reconocen moléculas altamente conservadas del microorganismo referidos como patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs). El reconocimiento de C. albicans por los
macréfagos es a través de PRRs como el receptor de manosa, los receptores tipo Toll
(TLRs) TLR2, TLR4, TLR9, Dectina 2 y el receptor Galectina-3 (Meyer-Wentrup et al., 2007
Netea et al., 2007; Netea et al., 2008).

El reconocimiento a través de los PRRs conlleva a la activacion del macréfago induciendo en
este la fagocitosis, produccion de numerosas citocinas, quimiocinas, eicosanoides tales como
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina-1 quimiotactica de monocitos (MCP-1) y
prostaglandinas, entre otras, las cuales inician y modulan la respuesta inmunitaria

inflamatoria (Zipfel et al., 2008).
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La fagocitosis es definida como la ingestion de particulas de mas de 0.5 um de diametro. Los

dos principales receptores involucrados en la fagocitosis de C. albicans son el receptor de
complemento 3 (CR3), también conocido como integrina omf32, CD11b/CD18, y FCyR. A

partir de ambos tipos de receptores se inician cascadas de transduccion de sefiales que
conducen a la polimerizacion de actina bajo la superficie de contacto, que se cree es la
fuerza lider para la extension de membrana alrededor de la particula (Brown, 2011). Una vez
gue el microorganismo es fagocitado, el macréfago produce especies reactivas de oxigeno
(ROS) y de nitrégeno (RNS), junto con una amplia variedad de enzimas proteoliticas que
contribuyen a la actividad microbicida del macréfago y la eliminacion del microorganismo

fagocitado (Romani, 2004).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Expresién de los transportadores GLUT en leucocitos

En leucocitos, el incremento de la utilizacion de glucosa es clave durante la respuesta
inmunoldgica (Pearce et al., 2013). Maratou y colaboradores (2007) realizaron un trabajo
cuyo objetivo fue determinar la expresion de los transportadores GLUT1, GLUT3 y GLUT4
en la membrana plasmética de monocitos, linfocitos T, linfocitos B y PMN en estado de
reposo, asi como activadas con el forbol-12 miristato 13-acetato (PMA) 6 el lipopolisacéarido
(LPS) en ausencia de insulina y a 25 mUL™ y 100 mUL™ de insulina. Para ello extrajeron
sangre a 27 sujetos sanos, aislaron las subpoblaciones de leucocitos y determinaron la
expresion de los transportadores de glucosa por citometria de flujo. Los resultados de este
estudio revelan que en las células en reposo, no se modifica la expresion del transportador
GLUT1 en funcién de la concentracion de insulina en ninguna de las poblaciones de estudio.
Sin embargo, la expresion de GLUT3 y GLUT4 aumenta en relacién con la insulina de forma
dosis dependiente en el caso de los monocitos y linfocitos B; la expresién de estos dos
transportadores se mantuvo practicamente constante para los linfocitos T. En el caso de los
PMN la expresion de GLUT4 se incrementd en funcién de la concentracién de insulina,
mientras que la expresion de GLUT3 no revelé cambios significativos. Posterior a la
activacion de los monocitos con LPS y a la estimulacion de los PMN, linfocitos T y linfocitos B
con PMA, se observéo un aumento significativo en la expresion de los transportadores
GLUT1, GLUT3 y GLUT4 comparado con los respectivos controles (células no estimuladas

para cada poblacion) en todos los casos.

En otro estudio, Fu y colaboradores (2004) estudiaron la expresién de RNA mensajero de los
transportadores GLUT1, GLUT3 y GLUT5 en linfocitos, monocitos y macrofagos THP-1
humanos a través de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-
PCR) y Western blot. Los linfocitos expresaron las proteinas GLUT1 y GLUT3, los niveles de
ambas isoformas aumentaron de 3.5 a 6 veces seguido de la activacion de estas células con
fitohemaglutinina (PHA). Los monocitos expresaron 8.4 veces mas la proteina GLUT3 y la
expresion de GLUT1 fue 88% menor respecto a lo observado en linfocitos. La activacién in

vitro de los monocitos con LPS resulté en un incremento en la expresion a nivel de proteina
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de GLUTL1. Sin embargo, se observo una disminucion en la expresion de GLUT3 tanto en las
células activadas como en las células no estimuladas. La diferenciacion de los monocitos
THP-1 a macrofagos con PMA, se asocié a una disminucion en la expresion de GLUT1 y una
marcada induccion en la expresion de GLUT3 y GLUT 5 a nivel de proteina. En este articulo
se propuso que la alta expresiéon de GLUT 1 y GLUT3 puede proveer de combustible a la
células del sistema inmunoldégico, los altos niveles del transportador de alta afinidad GLUT3
puede permitile a la células competir con el patdgeno por las hexosas, aun en

concentraciones bajas de las mismas.

Cabe mencionar que ambos trabajos emplean estimulos sintéticos, un estudio en el que se
evalué la expresién de los transportadores GLUT en macréfagos infectados con un
microorganismo vivo y que relacione la expresién de los transportadores GLUT con el

consumo de glucosa cobraria mayor relevancia.

2.2. Efecto de lainsulina en células del sistema inmunoldgico innato

La insulina ha sido considerada como una hormona clave en el metabolismo de la glucosa y
de lipidos. Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha demostrado que tiene efectos
biolégicos en la funcidon de leucocitos, células endoteliales y plaquetas (Dandona et al.,
2006). Las funciones biolégicas de la sefializacion de la insulina en los macréfagos involucra
la supervivencia, sintesis proteica, secrecion de citocinas y fagocitosis. La mayor parte de las

moléculas de sefializacion de insulina son expresados en estas células (Liang et al., 2007).

Adicionalmente, se ha demostrado que la insulina suprime tres importantes mediadores
inflamatorios como la molécula de adhesion celular-1(ICAM-1), factor nuclear kappa B
(NFxB) y la expresion de la proteina-1 quimiotictica de monocitos (MCP-1) en células

endoteliales humanas in vitro (Dandona et al., 2006).

En un estudio con pacientes sépticos, se observo que la insulina disminuye la incidencia de
sepsis y la tasa de mortalidad de pacientes criticos. En ratas traumatizadas y con
endotoxemia, la insulina atenda la respuesta inflamatoria al disminuir la produccion de

citocinas pro-inflamatorias. En el estudio de Leffler y colaboradores (2007), se determind que
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la insulina disminuye los marcadores pro-inflamatorios TNF-a e IL-13 de forma dosis-
dependiente en las células THP-1 estimuladas con LPS, ejerciendo un efecto anti-

inflamatorio (Deng et al., 2009).

Por otro lado, se ha descrito que en la respuesta inmunitaria frente C. albicans y diferentes
hongos es una respuesta tipo Th1l, caracterizada por la produccion de TNF-a, Interleucina-12
(IL-12), interferon gama (IFN-y) y factor estimulante de colonia granulocito-macréfago (GM-
CSF), esta respuesta se vincula con la resistencia a la infeccion. Al suprimir o modificar el
perfil de citocinas secretadas por las APCs puede haber una mayor susceptibilidad a las

infecciones fangicas (Romani, 2000).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que existe evidencia de que los individuos con diabetes mellitus son mas
susceptibles a enfermedades infecciosas, que la DM es una importante causa de los cambios
en los niveles séricos de insulina y que se ha informado que esta hormona afecta la funcion
de las células del sistema inmunoldgico. Hasta el momento, no se ha determinado el efecto
de la concentracion de insulina en la captaciéon de la glucosa y la expresion de los
transportadores GLUT en macréfagos humanos infectados.

4. HIPOTESIS

Los macréfagos infectados con Candida albicans aumentaran la expresiéon de los
transportadores GLUT, asi como el consumo de glucosa a una concentracion fisioldgica de
insulina en relacion con los macréfagos no infectados y este efecto se revertird al emplear

una concentraciéon elevada de insulina.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion fisiol6gica y elevada de insulina en la expresiéon de los
transportadores de glucosa GLUT y el consumo de glucosa en los macrofagos THP-1 en

condiciones basales y de infeccion.

Objetivos particulares

1. Optimizar la diferenciacion de los monocitos de la linea celular THP-1 a macréfagos.
2. Evaluar la influencia de la insulina a concentracion fisioldgica y elevada en la expresiéon de
los receptores GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 y GLUT5 en macrofagos THP-1 en

condiciones basales y de infeccion.

3. Evaluar la influencia de la insulina a concentracion fisioldgica y elevada en el consumo de

glucosa por los macréfagos THP-1 en condiciones basales y de infeccion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Linea celular THP-1

La linea celular THP-1 es de origen humano, obtenida de un infante masculino de un afio de
edad con leucemia monocitica aguda. Son monocitos en suspension, que expresan
marcadores caracteristicos de los monocitos y poseen receptores Fc y C3b. Estan
caracterizadas por su capacidad fagocitica y por la produccién de lisozimas y esterasa. Para
el cultivo de las células THP-1 se empled el medio RPMI-1640 liofilizado (GIBCO, Carlsbad)
preparado con agua mili-Q y enriquecido con L-Glutamina, piruvato de sodio (concentracion
final 1mM), bicarbonato de sodio al 7.5%, antibioticos/antimicoticos y 10% de suero fetal
bovino (SFB), filtrado a través de una membrana de 0.22 micrometros. La linea celular se
incub6é en una atmésfera con 5% de CO, a una temperatura de 37°C. Las células se
mantuvieron con una confluencia de aproximadamente 8X10° células/mL a través de la

adicion de medio fresco o el remplazo del mismo cada 2 o 3 dias.

6.2. Maduracion de los monocitos THP-1 a macrofagos y determinacién de CD14

posterior a la maduracion.

El trabajo de Park y colaboradores (2006) fue tomado como referencia, aunque se realizaron
algunas modificaciones para realizar el proceso de maduracion. 1X10° células THP-1 se
diferenciaron a macréfagos con diferentes concentraciones de PMA (5, 10, 15y 25 ng/mL) en
una placa de 24 pozos (Corning, Lowell) con un volumen final de 1 mL de medio RPMI-1640
durante 48 horas. Finalizado este tiempo, se centrifugo la placa a 385 g durante 5 minutos.
Se agreg6 1 mL de medio RPMI-1640 suplementado a cada pozo y las células se incubaron
a 37°C con 5% de CO; por 48 h.

Una vez terminado el proceso de maduracion, las células THP-1 se incubaron con 200 uL de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM estéril a 37°C por 10 minutos con el objetivo de
despegar la monocapa. Transcurrido este tiempo, las células se cosecharon con 2.5 mL de
amortiguador salino de fosfatos (PBS) y se centrifugaron a 385 g durante 5 minutos a 20°C.
Para comprobar su madurez se analiz6 su morfologia y expresion de CD14, como a

continuacioén se indica.
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Una vez que las células THP-1 se diferenciaron, se procedié a realizar la tincion con el
anticuerpo CD14-PE. Para ello, se tifieron 1X10° células con 5 pL del anticuerpo para cada
una de las concentraciones de PMA, ademas de un grupo control de células sin madurar.
Como control de autofluorescencia (CAF), se emplearon células estimuladas con la
concentracion de PMA correspondiente sin tefiir. Las células se incubaron a 4°C durante 20
minutos en oscuridad, este procedimiento sera referido como condiciones de tincion en el
resto del escrito. Se realizaron 2 lavados con PBS a 1539 g durante 2 minutos a 20°C.
Finalmente las células se fijaron con 400 uL de paraformaldehido (PFA) al 1% y se
almacenaron a 4°C hasta su adquisicion en el citometro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson) y posterior analisis en el programa Summit (Dako Colorado, Inc. Version 4.3).

6.2.1. Determinacién de la viabilidad y porcentaje de adhesion

Una vez terminado el proceso de maduracion, las células THP-1 se incubaron con 200 uL de
EDTA 2 mM estéril a 37°C por 10 minutos con el objetivo de despegar la monocapa.
Transcurrido este tiempo, las células se cosecharon con 2.5 mL de PBS y se centrifugaron a
385 g durante 5 minutos a 20°C. Finalmente, las células se contaron por exclusion con azul
tripano para determinar la viabilidad celular.

Por otra parte, se recolectaron los sobrenadantes en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL,
para determinar el nimero de células no adheridas por exclusién con azul tripano. Por otro
lado, las células adheridas se incubaron con EDTA para despegar la monocapa como ya se
menciond. Las células se lavaron con PBS y por ultimo, se realizé el conteo por exclusion

con azul tripano para determinar el porcentaje de células adheridas.

6.3. Titulacién de los anticuerpos anti-GLUT

A partir de un cultivo de macréfagos maduros en placa de 24 pozos, y una vez pasado el
tiempo de 48 h de reposo, se cosecharon las células y se transfirieron a tubos para citometria
de flujo, se lavaron con 2 mL de PBS y después del lavado se tifieron con los anticuerpos
GLUT1-APC, GLUT2- PE, GLUTS3-Biotinilado, GLUT4- FITC y GLUT5-Biotinilado (Todos los
anticuerpos son marca R&D systems, Mineapolis; excepto GLUT4 que es ABCAM,
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Monterrey) con tres concentraciones diferentes: 1 ug/mL, 0.5 pg/mL y 0.25 pug/mL en un
volumen final de 100 uL. Posterior a la adicion de los anticuerpos, se dio vortex y las células
se incubaron en las condiciones de tincion antes descritas. Terminada la incubacion, se
realizaron dos lavados con 2 mL de PBS. Debido a que los anticuerpos GLUT3 y GLUT5
estaban biotinilados, a los tubos tefiidos con los GLUT3 y GLUTS se le afiadié 1 uL de
estreptavidina-PerCP y 1 ulL de estreptavidina-PE, respectivamente. Las células se incubaron
en las condiciones de tincion. Se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS 1X a 1539 g
durante 2 minutos a 20°C. Como controles de citometria se realiz6 un CAF y un control de
isotipo (CI). Por ultimo, las células se fijaron con 250 uL de PFA al 1%. Las muestras se
guardaron en refrigeracion hasta el momento de su adquisicion en el citometro de flujo

FACScalibur y se analizaron en el programa Summit.

6.4 Tincién para citometria de flujo de los transportadores GLUT en las células THP-1
maduras.

A partir de un cultivo de macréfagos maduros en placa de 24 pozos, y una vez pasado el
tiempo de 48 h de reposo, las células se cosecharon, se lavaron, se transfirieron a tubos para
citometria de flujo y finalmente, se tifieron con los anticuerpos GLUT a la concentracion
establecida en la titulacion. El procedimiento de tincién, lavado y fijado ya se describi6é en la

seccién anterior.

6.5 Cultivo de macrofagos THP-1 a diferentes concentraciones de insulina.

Una vez terminados la diferenciacion y el periodo de descanso las células THP-1, se cambi6
el medio por 1 mL de RPMI-1640 sin suero fetal bovino y sin antibioticos 12 h antes de la
tincion, las células se incubaron a 37°C con 5% de CO,, Se prepard un stock de insulina a
partir de una ampolleta inyectable (Pisa México, D.F.) con una concentracién de 100 Ul/mL,
se hicieron dos diluciones seriadas 1:100 en medio RPMI-1640 sin suero ni antibiéticos.
Finalmente se afadi6 1 uL de dicho stock a cada pozo para obtener la concentracion
fisiologica de insulina que corresponde a 10 pUl/mL y otro grupo se trabajo a una
concentracion de 45 pUI/mL que representa la concentracion elevada de insulina, las células
se incubaron con insulina durante una hora. Se tomd como referencia el trabajo de Koshy y

colaboradores (2010) para realizar esta metodologia. Al término de la incubacion, se
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procediéo a hacer la tincion de las células con los diferentes GLUT de estudio como se

menciona en la seccién 6.4.

6.6 Infeccién de macrofagos THP-1 con Candida albicans

Un dia antes del experimento de infeccion, se tomo una colonia de C. albicans y se sembré
en 25 mL de caldo Saboraud dextrosa, este cultivo se incubd a 30°C durante 12 h. Una vez
terminado el periodo de incubacion, la suspension de Candida albicans se centrifug6 a 1341
g durante 10 minutos a 20°C, se decant0 el caldo Saboraud dextrosa. Finalmente se realiz6
un lavado con PBS con las condiciones ya mencionadas y se resuspendio el boton en 1 mL
de PBS. Posteriormente, se hizo una dilucion 1:100 con azul tripano y se contaron las
blastoconidias en la camara de Neubauer. Por otra parte, se prepar6 un cultivo de
macréfagos maduros y una vez terminado el tiempo de reposo, se le adicion6 al cultivo la
concentracion correspondiente de insulina (sin insulina, normal o elevada) durante 1 h antes
de realizar la infeccidon. Se procedi6 a realizar la infeccién con un indice de multiplicidad de
infeccion (MOI) de 10 es decir 10X10° blastoconidias por 1X10° macréfagos. Es importante
mencionar que para cada uno de los grupos de insulina habia dos grupos de macrofagos:
infectados y no infectados. Las células se incubaron con la levadura durante 4 h a 37°C con
5% de CO, (Tavanti et al., 2006).

Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se despegaron agregando 200 uL de EDTA
2 mM como se mencion6 anteriormente. El millon de células de cada pozo se dividié en tres
tubos de citometria: el primero se utilizé como CAF, otro en el que las células se tifieron con
GLUT1, GLUT3 y GLUT4 y el ultimo en el que se tiid GLUTS5. Después de decantar, se
realizé un lavado con 2 mL de PBS y se procedio a realizar la tincion. Por ultimo, las células
se fijaron con PFA al 1%, se adquirieron en el citdémetro de flujo FACScalibur y se analizaron

en el software Summit.

6.7 Ensayo de incorporacién del anélogo fluorescente de glucosa 6-NBDG

El reactivo 6-(N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1, 3-diazol-4-il) amino)-desoxiglucosa (6-NBDG; Life
Technologies, Carlsbad) se reconstituyéo en 1 mL de agua destilada estéril, se almacené a
4°C protegido de la luz hasta el momento de su uso. Para este experimento, se llevd a cabo
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la metodologia establecida en el trabajo de Dimitriadis y colaboradores (2005) con algunas
modificaciones. Brevemente, 2.4X10’ de células THP-1 se maduraron, para tener los seis

grupos de trabajo:

Sin insulina/ sin infectar

Sin insulina/ infectado

Insulina fisiologica/ sin infectar
Insulina fisiol6gica/ infectado

Insulina alta/ sin infectar

o a0k w N ke

Insulina alta/ infectado.

Las células se trataron 12 h antes del experimento como en ensayos anteriores. Al cabo de
la incubacion, las células se despegaron y se cosecharon en tubos para citometria estériles,
se realizaron 2 lavados con PBS. El boton celular se resuspendié en 1 mL de medio RPMI-
1640 sin suero ni antibidticos. Inmediatamente después se adicioné la concentracion de
insulina correspondiente y se realizé la infeccion con 10 millones de blastoconidias de C.
albicans y Unicamente insulina para los grupos de condiciones basales. Las células se
incubaron a 37°C en bafio Maria previo a la adicién del 6-NBDG y su adquisicion en el
citometro de flujo FACSdiva (Becton Dickinson). EI monitoreo del analogo de la glucosa
fluorescente se realiz6 a los 20, 40 y 60 minutos. Segundos antes de los tiempos
mencionados, se agregaron 2 ulL del reactivo 6-NBDG a cada tubo para tener una
concentracion final de 30 uM, las células se agitaron y la medicion se realizé durante 5

minutos

6.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como el valor promedio + error estandar de la media. El andlisis
estadistico se llevé a cabo en el software Prism 5.0 (GraphPad, San Diego) en el cual se
compararon las medias a través de una prueba de Kruskal-Wallis y una comparacion maltiple

de Dunns. Los valores p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1. Maduracion de los monocitos THP-1 a macr6fagos y determinacion de la expresion
de CD14

Las células THP-1 presentan un cambio morfolégico después de ser estimuladas con PMA in
vitro por 48 h, los cultivos se examinaron en un microscopio de transmision de luz invertido.
Como se puede observar en la Figura 4, las células sin estimular conservan su morfologia
redonda ademas de presentarse como un cultivo en suspension (a). Conforme se incrementa
la concentracion de PMA empleada en el cultivo, las células THP-1 aumentan su capacidad
de adherirse y presentan una morfologia ligeramente alargada (b-e).

Figura 4. Células THP-1 estimuladas con diferentes concentraciones de PMA. Se muestran
cambios morfoldgicos de las células THP-1 después de cultivarlas en presencia de PMA a diferentes
concentraciones por 48 horas. a) Células sin estimular, b) 5 ng/mL, c) 10 ng/mL, d) 15 ng/mLy e) 25
ng/mL El aumento al que fueron tomadas las fotografias fue de 200. Células redondas en suspension
(1), células alargadas y adheridas (4). Imagenes representativas de un experimento realizado por
duplicado.
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En este experimento se determiné el marcador de superficie especifico de macrofagos,
CD14. Este marcador lo expresa la linea celular THP-1 a diferentes niveles cuando ya se
encuentra madura. Los resultados revelan un aumento dosis-dependiente en la expresion de
este marcador después de la estimulaciéon con las diferentes concentraciones de PMA

(Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la concentracion de PMA en la expresion de CD14 en las células THP-1
diferenciadas a macréfagos. Las células no maduradas y las células maduradas con diferentes
concentraciones de PMA se tifieron con el anticuerpo anti CD14. La linea delgada representa a las
células no maduradas, mientras que la linea gruesa las células maduradas con la concentracion de
PMA correspondiente. Mediana de intensidad de fluorescencia (MIF), NM (No maduradas), M
(maduradas). Imagen representativa de un experimento realizado por duplicado. En este experimento

se adquirieron 50,000 eventos.

34


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

7.2. Determinacion de la viabilidad y porcentaje de adhesion de las células THP-1

posterior a la maduracion

El porcentaje de células vivas para cada una de las concentraciones de PMA probadas se
presenta en la Figura 6. A las concentraciones de 5, 10 y 15 ng/mL se observd un 80% de
viabilidad. Sin embargo, los pozos estimulados con 25 ng/mL de PMA revelaron una

disminucién en el porcentaje de células vivas, siendo este de 64.7%.

1004

% Celulas vivas

Concentracion PMA

Figura 6. Porcentaje de células vivas. Una vez terminado el proceso de maduracion, se despego la
monocapa de las células THP-1 diferenciadas y se determind la viabilidad por exclusién con azul
tripano. Los datos representan el promedio y desviacion estdndar de un experimento realizado por

duplicado.
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Se observé que la capacidad de adhesion de las células THP-1 en relacion con la
concentracion de PMA fue dosis dependiente. A una concentracion de 5 ng/mL el porcentaje
de adhesion fue de apenas 12.5%, a 10 ng/mL fue de 57.2%, mientras que con las
concentraciones de 15 y 25 ng/mL se obtuvieron los mejores resultados: 90 y 89%,
respectivamente, (Figura 7). En base a los resultados obtenidos de viabilidad, adhesién y

expresion de CD14, se determind que la concentraciéon éptima de PMA para emplear en

experimentos posteriores fue de 15 ng/mL.

100+

% Adhesién

Concentracion PMA

Figura 7. Porcentaje de adhesion. Después de la incubacion, se tomo6 el sobrenadante y se
determiné el nimero de células no adheridas. Las células adheridas se despegaron con EDTA, se
realizé la cuenta por exclusion con azul tripano de estas células. El porcentaje de adhesion se
determind multiplicando las células adheridas por cien entre el nUmero de células totales. Los datos
representan el promedio y desviacion estandar de un experimento realizado por duplicado.
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7.3. Titulacién de los anticuerpos GLUT

Se determind que las concentraciones ideales de trabajo eran: 0.25 pug/mL de anticuerpo
para GLUT1, mientras que para el resto de los transportadores GLUT la concentracion fue de
0.5 pug/mL de los anticuerpos correspondientes (resultados no presentados). Estas fueron las

concentraciones empleadas en todos los experimentos realizados.

7.4. Expresion basal de los transportadores GLUT en las células THP-1 en ausencia de

insulina

El procedimiento general de la determinacion de la expresién de los receptores GLUT por
citometria de flujo se presenta en la Figura 8. La muestra del CAF se utilizé para la
identificacion de la poblacién de estudio, esta se delimité excluyendo los agregados y detritos
celulares y se identific6 como R1 (Figura 8 A). También con esta muestra se ajusto el umbral
y la autofluorescencia en los canales FL-1, FL-2, FL-3 y FL-4 en el citbmetro de flujo (Figura
8 B). Posteriormente con las muestras tefidas con el Control de isotipo (CI) se analizaron las
células de la R1 y se considerd la unién inespecifica, realizando un reajuste de los voltajes,
en caso de ser necesario (Figura 8 C). Finalmente, se adquirieron las muestras tefiidas con
los diferentes GLUT (Figura 8 D). En la Figura 8 E se presenta la superposicién de los
histogramas del CAF, Cl y células tefiidas. La R2 representa el porcentaje de las células
positivas para cada uno de los GLUT estudiado.
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Figura 8. Estrategia de andlisis. Las células THP-1 diferenciadas a macrofagos fueron tefiidas con
los CI y anticuerpos anti-GLUT correspondientes conforme se indica en materiales y métodos.
Diagrama de puntos del control de autofluorescencia (CAF) tamafio (FSC) contra granularidad (SSC)
(A), histogramas provenientes de la region R1 del CAF (B), histogramas provenientes de la region
R1 del CI (C), células THP-1 tefiidas con el anticuerpo anti-GLUT (D), grafico de la superposicion de
B, Cy D (E). En el panel E, CAF (o; linea negra delgada), CI (e; linea negra gruesa) y células tefiidas
con el anticuerpo anti-GLUT correspondiente (e; linea roja gruesa). Para el andlisis se adquirieron
10,000 eventos.

La imagen representativa del patron de expresién de receptores GLUT-1, 2, 3, 4 y 5 en
macrofagos THP-1 en ausencia de insulina se presenta en la Figura 9. Se encontrdé que los
macréfagos THP-1 expresan los transportadores GLUT1, GLUT3, GLUT5 y GLUT4 aun en

ausencia de insulina.

En el caso de GLUT2 la intensidad de fluroescencia del Cl y las células tefiidas con el
anticuerpo anti-GLUT2 son muy similares, por tal motivo, se concluye que no hay expresion
de este transportador y por tanto se descartd la evaluaciéon de GLUT2 en experimentos

posteriores.
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Figura 9. Expresion basal de los transportadores GLUT en las células THP1 maduras en
ausencia de insulina. Paneles (A-E): Traslape de los histogramas del CAF ( o ; linea negra delgada),
Cl (e; linea negra gruesa) y las células tefiidas con el anticuerpo anti-GLUT correspondiente (e; linea
roja gruesa). A GLUT1, B GLUT2, C GLUT3, D GLUT4 y E GLUT5. Mediana de la intensidad de
fluorescencia (MIF), células tefiidas (T), R2 representa la regidn positiva para las tefiidas con los anti-
GLUT. Para el andlisis se adquirieron 10,000 eventos. Imagen representativa de 3 experimentos
realizados de forma independiente.
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7.5. Expresién de los transportadores GLUT en presencia de insulina a concentracion
fisiologica

La insulina aumenta la expresion de los transportadores GLUT4 y GLUT5, no induce cambios
significativos en el caso de GLUT1, mientras que se la expresion de GLUT3 es menor al
aumento que se esperaba en presencia de la insulina, (Figural0).

‘ A GLUT1 MIF
o CAF 2.75
eSinins 5.70
3 e Ins 6.09
MIF
; oCAF 285
*- eSinins 5.27
- e Ins 4.09
C GLUT4
450 MIF
1 /My oCAF 275
g 2651 / eSinins 631
' o P . e Ins 13.97
D GLUTS
Mo MIF
» 2227 o CAF 3.95
: Jﬁm

2 1557

o\ eSinins 188.15
J/ N eIns 769.62

Figura 10. Efecto de la insulina a concentracién fisiolégica en la expresion de los
transportadores GLUT. Paneles (A-D): Traslape de los histogramas de el CAF (o; linea negra
delgada), células THP-1 tefiidas con el anticuerpo correspondiente en ausencia de insulina (e; linea
negra gruesa) y células THP-1 incubadas con 10 pUl/mL de insulina (e; linea roja gruesa). A GLUT1,
B GLUT3, C GLUT4 y D GLUTS. MIF (mediana de la intensidad de fluorescencia), Insulina (ins). Se
adquirieron 10,000 eventos para el analisis. Imagen representativa de 3 experimentos realizados de
forma independiente.
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7.6. Efecto de la infeccion en la expresién de los transportadores GLUT a una
concentracion fisiolégica de insulina

A partir de los cultivos de las células THP-1 incubadas con insulina a concentracion
fisiologica sin infectar e infectados con una MOI de 10 de Candida albicans, se tifieron las
céulas con cada uno de los GLUTs de estudio.

Se encontrd que las células infectadas con C. albicans aumenta la expresion de GLUT3 y
GLUTS respecto a las células no infectadas. Mientras que hay una disminucién en la
expresion de GLUT4 comparada con las células no infectadas, finalmente no se observan
cambios en la expresion del transportador GLUT1 en las células infectadas y no infectadas,
(Figura 11).

El tratamiento estadistico de la prueba de Kruskal-Wallis y una prueba de Dunns, concluye
qgue no hay diferencias significativas entre las células infectadas y no infectadas para cada
uno de los transportadores GLUT de estudio. Sin embargo, puede observarse que la
tendencia indica que GLUT3 y GLUT5 son los transportadores que aumenta en mayor
medida su expresion ante la infeccion con Candida albicans comparado con el resto de los
transportadores de glucosa bajo condiciones de insulina a concentracion fisiologica.
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Figura 11. Efecto de la infeccion en la expresion de los transportadores GLUT a una
concentracién fisiolégica de insulina. Paneles (A-D): Traslape de los histogramas de las células
THP-1 tefiidas con el anticuerpo correspondiente en presencia de insulina a concentracion
fisiolégica. CAF (o; linea negra delgada), macréfagos THP-1 no infectados (e; linea azul), macrofagos
infectados con C. albicans (e; linea roja). A GLUT1, B GLUT3, C GLUT4 y D GLUT5; Mediana de la
intensidad de fluorescencia (MIF), Inf (infectado). Se adquirieron 10,000 eventos para el analisis. Esta
imagen es representativa de tres experimentos independientes.
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7.7. Efecto de la infeccion en la expresién de los transportadores GLUT a una

concentracién alta de insulina

Las células THP-1 maduras se incubaron durante 1 h con 45 pUIl/mL de insulina, luego se
procedio a realizar la infeccion con C. albicans, las células se incubaron por 4 h,
posteriormente se cosecharon, se tifleron con los anticuerpos anti-GLUT correspondientes y

se adquirieron en el citometro de flujo.

La expresion de los transportadores GLUT1, GLUT4 y GLUT5 disminuy6 en el grupo de las
células infectadas, mientras que en el caso de GLUT3, no hay cambios en la expresion de
este transportador en las células sin infectar e infectadas (Figura 12). Adicionalmente, resulta
interesante que la expresion del transportador GLUT5 es menor cuando las células THP-1
son incubadas con 45 pUl/mL de insulina comparada con los resultados del experimento

anterior (Figura 11).
La prueba estadistica Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Dunns concluye que no hay

diferencias estadisticamente significativas para los cuatro GLUT de estudio en los grupos sin

infectar e infectados.
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Figura 12. Efecto de la infeccién en la expresion de los transportadores GLUT a una
concentracién alta de insulina. Paneles (A-D): Traslape de los histogramas de las células THP-1
tefiidas con el anticuerpo correspondiente en presencia de 45 pUl/mL de insulina. CAF (o; linea negra
delgada), macréfagos THP-1 no infectados (e; linea azul), macrofagos infectados con C. albicans (e;
linea roja). A GLUT1, B GLUT3, C GLUT4 y D GLUT5; Mediana de la intensidad de fluorescencia

(MIF), Inf (infectado). Se adquirieron 10,000 eventos para el andlisis. Esta imagen es representativa
de tres experimentos independientes.
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Con el fin de representar el cambio en la expresion de los transportadores GLUT de estudio
en funcién de la infeccion, en la figura 13 se presenta el cociente de la mediana de intensidad
de fluorescencia (MIF) de las células infectadas entre la MIF de las células no infectadas
para cada uno de los tres grupos de estudio: en ausencia de insulina, 10 pUl/mL y 45 pUl/mL
de insulina. La linea punteada en la figura representa un aumento mayor a 1.5 en la

expresion del transportador en el grupo infectado respecto al no infectado.

A pesar que el resultado de la prueba estadistica concluye que no hay diferencias
significativas en la expresion de los transportadores GLUT en las células infectadas y no
infectadas en los tres grupos de estudio, esta figura muestra que la expresion de GLUT3 en
las células THP-1 infectadas e incubadas con insulina a concentracién fisiol6gica aumenta su
expresion al doble respecto a las células no infectadas, y que esta expresién es mayor
respecto a los grupos sin insulina e insulina a concentracion alta (Figura 13). EI GLUT5
presenta un comportamiento semejante al de GLUT3. Mientras que la expresion del resto de
los transportadores GLUT se mantiene muy similar bajo las tres condiciones de estudio.

45


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

>
vy)

o GLUT1 o GLUT3
T =]
S 20- S 3
o (5]
2 o _I_
c c
o  1.54 | °
2 2 5l
— =
=  1.04 = [
S B
3 3 M =
S 0.51 °
2 =
£ £
= 0.0 T T = 0 T T
= 2 = 2>
\\0 \)Q&’ \)Q(‘V 4;§>° Q@/ Q@’
& oY bf"Q & Q@ &
& 5 ® & o W
\}(\ \\(\ (\{\0 ‘a§\o‘b
& & & ¢
Condicioén Condicion
C D
o GLUT4 o GLUTS
® ®
5 1.54 = 1.5+
2 i —_—
£ £
g 1.0 E 1.0
e 07 = woo
= =
S o
®  05- ®
k7] °
2 s
i =
w00 T T w
= =
\(‘@ @Q& (&)@&’
éo\o @\Q ‘b@
6§\¢ '\\Q
& &
Condicion Condicion

Figura 13. Expresion de los transportadores GLUT en relacion a la infeccién a concentracion
fisiolégica y elevada de insulina. (A) GLUT1, (B) GLUT3, (C) GLUT4 y (D) GLUTS. La linea
punteada (- -) representa un aumento mayor a 1.5 en la expresion del transportador en el grupo
infectado respecto al no infectado. La prueba Kruskal Wallis concluye que no hay diferencias
significativas en los grupos de estudio en ninguno de los transportadores GLUT. Los datos
representan el promedio y desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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7.8. Incorporacién del analogo de glucosa 6-NBDG

Una vez que se conocié que los transportadores GLUT3 y GLUT5 aumentan su expresion
por efecto de la infeccién, se procedio a determinar el efecto de la concentracion de insulina
y lainfeccién en el consumo de glucosa en las células THP-1.

Para cumplir este objetivo, a partir de un cultivo de células THP-1 diferenciadas a
macrofagos y tratadas 12 horas antes del experimento, fueron cosechadas y se pasaron a
tubos para citometria estériles, se trabajaron con los seis grupos indicados anteriormente. A
partir del momento en que se hizo la infeccion con 10 millones de blastoconidias de C.
albicans y se agrego la concentracion de insulina en el grupo correspondiente, se contabilizé
el tiempo para el monitoreo de la incorporacion de 6-NBDG a los tres tiempos de analisis. Se
analizé la incorporacion del anadlogo de glucosa fluorescente (6-NBDG) durante 5 minutos

para cada tubo.

En la Figura 14, panel A, se presenta la regién analizada, el panel B se presenta la
fluorescencia basal de las células THP-1 en ausencia del analogo 6-NBDG a lo largo del
tiempo para indicar que la fluorescencia emitida por el analogo no se traslapa con la

fluorescencia propia de las células.
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Figura 14. Morfologia y fluorescencia basal de las células THP-1. Diagrama de puntos tamafio
(FSC) contra granularidad (SSC) de las células THP-1 en ausencia del andlogo 6-NBDG(A), la region
representa los macrofagos maduros, todos los graficos que se presentan a continuacion provienen de
esta region. Curso temporal de la fluorescencia basal de las células THP-1 en ausencia del analogo
6-NBDG (B). En el gréfico se presenta la media y mediana de la intensidad de fluorescencia.

En la Figura 15, los paneles Al y A2 representan las células sin insulina. A1 muestra el
consumo basal de glucosa de las células THP-1 sin infectar, dicho consumo fue mayor en
este grupo comparado con las células THP-1 infectadas, A2, en las cuales el consumo del 6-
NBDG disminuye en mas de la mitad con respecto a las no infectadas.

En el caso de las células THP-1 tratadas con insulina a concentracion fisiologica (Figura 16
paneles B) se observo que el consumo del analogo de glucosa se incrementa continuamente
en los diferentes tiempos en las células infectadas B2, este consumo fue mayor comparado

con las células no infectadas B1, a partir de los 40 y 60 minutos.

En el caso del grupo incubado con una alta concentracion de insulina, se observa que no
existe una diferencia tan evidente en el consumo de glucosa entre las células infectadas C2 y
las no infectadas C1, como en el caso del grupo tratado con 10 pUl/mL insulina, (Figura 17).
Es importante mencionar que tanto en el grupo sin infectar e infectado, la condicion de

insulina elevada, disminuye la captacién de glucosa.
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Figura 15. Monitoreo del consumo del 6-NBDG en las células THP-1 en ausencia de insulina
(A). Se registro el consumo de 6-NBDG por parte de las células THP-1 a los 20, 40 y 60 minutos. (A;)
células THP-1 no infectadas, (A;) células THP-1 infectadas. En cada uno de los graficos se presenta
la media y mediana de la intensidad de fluorescencia. Datos de un experimento.
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Figura 16. Monitoreo del consumo del 6-NBDG en las células THP-1 en presencia de 10 pUl/mL
de insulina (B). Se registro el consumo de 6-NBDG por parte de las células THP-1 a los 20, 40 y 60
minutos. (B,) células THP-1 no infectadas, (B,) células THP-1 infectadas. En cada uno de los gréficos

se presenta la media y mediana de la intensidad de fluorescencia. Datos de un experimento.
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Figura 17. Monitoreo del consumo del 6-NBDG en las células THP-1 en presencia de 45 pUl/mL
de insulina (C). Se registrd el consumo de 6-NBDG por parte de las células THP-1 a los 20, 40 y 60
minutos. (C;) células THP-1 no infectadas, (C,) células THP-1 infectadas. En cada uno de los gréficos
se presenta la media y mediana de la intensidad de fluorescencia. Datos de un experimento.

51


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Debido a que la diferencia en el consumo de 6-NBDG fue mas notable a los 60 minutos. Se
calculé el cociente de la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) de las células
infectadas entre la MIF de las células no infectadas para cada uno de los tres grupos de
estudio: en ausencia de insulina, 10 uUl/mL y 45 uUl/mL de insulina. Bajo estos términos, en
la Figura 18 se observa que las células THP-1 incubadas con una concentracién de insulina
fisiol6gica consume el doble de glucosa que las células tratadas con una concentracion alta

de la misma, y 5.6 veces mas que las células incubadas sin insulina.
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Figura 18. Consumo de 6-NBDG por parte de las células THP-1 a los 60 minutos. Se calculd el
cociente de la MIF de las células THP-1 infectadas entre las células no infectadas, para las tres
condiciones de estudio: sin insulina, 10 pUl/mL y 45 pUI/mL de insulina. Datos de un experimento.
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8. Discusioén.

Para poder entender como las alteraciones bioquimico-metabdlicas caracteristicas de los
individuos con DMT2 afectan al sistema inmunolégico, es necesario realizar estudios de
investigacion basica que nos indique que poblaciones leucocitarias y/o funciones biolégicas
de estas células se encuentran alteradas. Al respecto, este trabajo pretende comenzar por
describir las necesidades de glucosa de los macréfagos en estado infectado y la influencia de

la insulina a una concentracion alta en el consumo de esta hexosa.

Para lograr este objetivo, se trabajé con la linea celular THP-1 que ha sido ampliamente
usada como modelo in vitro de macréfagos humanos, comparada con otras lineas celulares
mieloides como la HL-60, U937 o KG-1, las células THP-1 comparten mas similitudes con los
macréfagos derivados de monocitos humanos en diferentes criterios como la morfologia,
expresion de antigenos de membrana y productos de secrecion. A diferencia de los cultivos
primarios de monocitos humanos, la linea celular THP-1 ofrece la ventaja adicional de
presentarse como una poblacién homogénea, lo cual facilita la realizacion de estudios a nivel

bioquimico (Auwerx, 1991).

Para inducir la diferenciacion de los monocitos a macrofagos, el reactivo cominmente
utilizado es el PMA. Intentos preliminares para identificar un inductor natural como la 1, 2, 5-
dihidroxivitamina D3 (VD3), el acido retinoico o citocinas tuvieron un éxito parcial. La
evidencia experimental revela que las células THP-1 tratadas con PMA presentan un fenotipo
mas similar al de los macréfagos maduros comparado con VD3, en cuanto a la capacidad de
adhesién, actividad fagocitica, expresién de los antigenos de superficie CD11b y CD14,
liberacion de TNFa y prostaglandina E,, asi como la pérdida de la capacidad de estas células
por proliferar (Schwende et al., 1996). Ninguna de las citocinas y factores de crecimiento
probados por Auwerx (1991): IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-aa 0 GM-CSF tuvieron la capacidad de
inducir la diferenciacién de las células por si mismos. Por tanto, la combinacién de estos

agonistas puede ser requerida para simular los resultados obtenidos con PMA.

En el presente trabajo se probaron distintas concentraciones de PMA con el fin de optimizar

el proceso. Se tomaron como criterios de maduracién la morfologia celular, viabilidad,
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adhesion y expresion de CD14. Se encontrd que la concentracion de 15 y 25 ng/mL inducen
cambios en la morfologia de los macréfagos, aumento en el tamafio y la presencia de
vesiculas. Adicionalmente, se determind que con 15 ng/mL se mantiene una viabilidad mayor
al 80%, de forma similar a los resultados obtenidos con concentraciones mas bajas, pero
superior a la viabilidad resultado de la incubacién con la concentracion de 25 ng/mL. El
porcentaje de adhesion en funcion de la concentracion de PMA tuvo un efecto dosis-
dependiente, siendo mayor para las concentraciones de 15 y 25 ng/mL. Por otro lado, en
este trabajo se observd un aumento en la expresion del marcador de superficie en
macrofagos CD14 como se ha informado en otros trabajos, en los cuales la expresion de
esta molécula no se presenta en la totalidad de la poblacién de macréfagos estimulada
(Schwende et al., 1996; Dobrovolskaia y Voge, 2002). Este aumento, al igual que en el caso
de adhesién, fue dosis-dependiente, siendo las concentraciones de 15 y 25 ng/mL aquellas
en las cuales hubo un mayor aumento respecto a las dosis mas bajas. En base a los
resultados obtenidos se determind que la concentracion ideal para inducir la diferenciacion
de las células THP-1 fueron 15 ng/mL de PMA.

Un aspecto importante en este trabajo fue evaluar la expresion de los transportadores GLUT
en condiciones basales en ausencia de insulina. Se encontré que los macrofagos THP-1
expresan los transportadores GLUT3 y GLUT5 en la membrana celular, lo cual concuerda
con el trabajo realizado por Fu y colaboradores (2004). Sin embargo, se esperaba una mayor
expresion de GLUT1 de acuerdo a lo informado en uno de los articulos presentado como
antecedente. En contraste, no se observo la expresion de GLUT2. Los resultados también
demuestran la expresion del transportador GLUT4 en ausencia de insulina. La expresion de
este transportador puede deberse al proceso de maduracion por el que son sometidas las
células con el PMA. Se ha descrito que el PMA induce la traslocacion de GLUT4 a la
membrana a través de la activacion de la protein cinasa C (PKC) en los adipocitos 3T3-L1y
en las células de musculo L6 (Kishi et al., 1998). Es probable que en las células THP-1

ocurra un proceso semejante.

Posterior a este experimento se evalud la expresién de los transportadores GLUT en
presencia de insulina a concentracion fisioldgica. Se encontré que la insulina a concentracion

fisiol6gica aumenta la expresién de los transportadores GLUT4 y GLUTS.
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La expresion del transportador GLUT4 en funciébn de la insulina esta ampliamente
documentada en la bibliografia. Cuando la insulina interacciona con su receptor, éste se
activa e inicia diferentes cascadas de sefalizacion, tiene dos vias principales de transduccion
activadas por la accion de la insulina: la via PISK y la via de las MAP cinasas. La PI3K se
asocia con los residuos de fosfotirosina en el sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1). Una
vez activada por dicha union, la PI3K fosforila al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP>),
transformandolo en el fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3). Por otro lado la protein cinasa
B (PKB) también llamada AKT se localiza en el citoplasma, y la estimulacion con insulina
produce su traslocacion y union a PIP3; PKB desencadena el desplazamiento de los
transportadores GLUT4 desde las vesiculas internas hasta la membrana plasmética,
estimulando la captacion de glucosa (Leto y Saltiel, 2012; Olivares y Arellano, 2008, Nelson y
Cox, 2007)

Por otro lado, en un trabajo realizado por Hajduch y colaboradores (2003), se menciona que
la expresion de GLUT5 puede ser modulada por hormonas. La insulina en particular, es
capaz de incrementar la abundancia y actividad funcional de GLUT5 en las células de
musculo L6, y el efecto de la insulina parece ser mediado a través de la activacion del
promotor de GLUT5. En el presente trabajo se demuestra que al igual que las células de

musculo esquelético, los macrofagos THP-1 también son sensibles a la insulina.

En el caso del transportador GLUT1 la insulina no induce cambios significativos en la
expresion de este transportador, lo cual concuerda con el trabajo de Fu y colaboradores
(2004).

La expresion de GLUT3 fue mas baja con insulina que en ausencia de la misma cuando se
esperaba que la expresion de este transportador aumentara, ya que se sabe que GLUT3 en
los leucocitos estd presente dentro de vesiculas en el citosol y puede ser reclutado a la
membrana plasmatica de forma semejante a lo que ocurre con GLUT4 (Simpson et al.,
2008). En el trabajo realizado por Heijnen y colaboradores (1997) demostraron que GLUT3
estd contenido en vesiculas llamadas granulos-a en las plaquetas. En estas células, la

trombina media el reclutamiento de los granulos-a a través de un mecanismo que involucra la
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fosforilacion PI3K. Es posible que la insulina active la fosforilaciéon de PI3K y promueva la
traslocacion de este transportador.

En cuanto al efecto de la infeccion en la expresién de los transportadores GLUT a
concentracion fisiolégica de insulina los resultados revelan que hubo un aumento en la
expresion de GLUT3 y GLUT5. Cabe mencionar que los modelos que utilizan LPS como
estimulo son muy limitados, ya que al estimular a las células del sistema inmunoldgico innato
con microorganismos vivos como C. albicans, logramos satisfacer el objetivo de simular el
efecto que tiene la infeccidén en la expresion de los transportadores GLUT vy la captacion de

glucosa.

Un aumento en la expresion de GLUT3 en las células activadas por la infeccion, provee de
glucosa como fuente de energia para el metabolismo celular que a su vez es necesaria para

sostener la respuesta inmunoldgica (Carruthers et al., 2009; Simpson et al., 2008).

Por otra parte, se sabe muy poco del rol fisiologico de GLUT5 en los macrofagos, debido a
gue la concentracion de fructosa en torrente sanguineo y tejidos es baja. Es posible que el
transportador GLUT5 movilice otros sustratos adicionales a la fructosa que pueden ser

necesarios para la fagocitosis en este tipo de células (Burant et al., 1996).

La exposicion prolongada a la insulina, condicion observada en pacientes con DMT2,
caracterizados por la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia trae como consecuencia
cambios en la expresion de los transportadores GLUT. En este trabajo, se evalud el efecto
agudo de la concentracion alta de insulina en los transportadores GLUT, se observé que la
expresion de los transportadores GLUT1, GLUT4 y GLUT5 disminuy6 en el grupo de las
células infectadas, mientras que en el caso de GLUT3, no hubo diferencias entre las células

infectadas y las no infectadas.
Una posible explicacion a los resultados obtenidos es que hay una reduccion en la expresion

génica de los transportadores GLUT, ya que se ha demostrado que la insulina ejerce una

regulacion transcripcional y post-transcripcional en la expresiéon de GLUT3 y GLUT4 en la
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linea celular de fibroblastos 3T3-L1 y adipocitos, es posible que algo semejante ocurra en las
células THP-1 (Taha et al., 1999).

En este trabajo se demostré que la expresion de GLUT5 disminuye en las células THP-1
tratadas con una alta concentracién de insulina. En un estudio realizado en ratas obesas
adultas fa/fa, en las cuales se establecen condiciones de hiperinsulinemia e hiperglicemia, la
proteina GLUT5 y el ritmo de incorporacion de fructosa en adipocitos disminuye 12 veces. La
reduccion de la densidad de GLUT5 en los adipocitos puede contribuir al incremento de las
concentraciones plasmaticas de fructosa en la Diabetes Mellitus (DM). Esto sugiere que los
cambios en la expresion de GLUT5 en los adipocitos de pacientes con DMT2 son
dependientes de la concentracién de insulina (Douard y Ferraris, 2008). Los resultados de
este trabajo proponen que los macrofagos THP-1 al igual que los adipocitos de pacientes con
DMT2 disminuyen la expresion de este transportador cuando la concentracion de insulina

excede la concentracion fisioldgica.

Por otra parte, se calcul6 el cociente de la MIF de las células infectadas entre la MIF de las
células no infectadas en ausencia de insulina, e incubadas con 10 pUl/mL y 45 pUl/mL de
insulina. El transportador GLUT3 presenta una mayor expresion en condiciones fisiolégicas
de insulina respecto a la condicién de insulina alta y en ausencia de la misma. El GLUT5
exhibe un comportamiento semejante, aunque no tan evidente como en el caso de GLUTS3.
Mientras que no hay cambios notables en la expresiéon de GLUT1 y GLUT4 en las tres
condiciones de estudio.

La translocaciéon de GLUT3 es en respuesta al incremento sustancial en la necesidad
energética asociada con la activacidon de las células, en nuestro modelo esta activacion es
resultado de la infeccion. La translocacion de GLUT3 es en respuesta al incremento
sustancial en la necesidad energética asociada con la activacion de las células. En los
macrofagos y otros leucocitos, que son células con un tiempo de vida corto, los cambios en
la demanda de energia parecen ser satisfechos por la traslocacion de GLUT3 a la membrana
celular (Simpson et al., 2008). La alta afinidad de este transportador (Km= 2 mM), le confiere
una mayor capacidad de captacidén de esta hexosa que los transportadores GLUT2 y GLUTA4.
La expresion de GLUT3 es de vital importancia cuando en el ambiente los niveles de glucosa
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son bajos 6 cuando la célula fagocitica compite por esta fuente de carbono con un
microorganismo. Candida albicans también posee transportadores de hexosas de forma
semejante a los transportadores GLUT, que utilizan la difusion facilitada y son proteinas
transmembranales sustrato-selectivas que forman poros en la membrana, facilitando la

internalizaciéon de la glucosa y otras hexosas relacionadas (Sabina y Brown, 2009).

En afios recientes los analogos de glucosa han permitido el estudio del transporte de la
glucosa en eritrocitos, linfocitos, astrocitos, etc. EI 6-NBDG estad compuesto por una molécula
de glucosa, en la cual el grupo fluorescente nitrobenzoxidiazoamino remplaza el grupo
hidroxilo en el carbono 6. Debido a esta sustitucién, el 6-NBDG no puede ser fosforilado por
la hexosinasa. Otra propiedad de esta molécula es que tiene una afinidad 300 veces mas alta
gue la glucosa por el sitio de union al transportador de glucosa GLUT1 (Barros et al., 2009).

En este trabajo, se midid el efecto de la insulina y de la infeccién en el transporte de glucosa
por parte de los macréfagos con el analogo fluorescente de glucosa 6-NBDG. Como se
puede apreciar en los graficos, la captacién del andlogo aumenta con respecto al tiempo en
todas las condiciones estudiadas.

La captacion del andlogo aumenta en presencia de insulina, ya que la MIF fue
considerablemente menor en las células incubadas sin insulina comparadas con las células
incubadas con 10 y 45 upUl/mL de insulina. Este resultado revela que al igual que los
adipocitos y fibroblastos, el transporte de 6-NBDG es dependiente de insulina en las células
THP-1. Este resultado concuerda con otro trabajo en el cual determinan que el transporte de
6-NBDG, al igual que el transporte de glucosa a las células, es dependiente de insulina (Kim
etal., 2012)

También puede observarse que la captacién del analogo fue menor en las células infectadas
respecto a las células sin infectar en el grupo tratado sin insulina. Este resultado sugiere que
en ausencia de insulina, las células THP-1 son menos eficientes en la captacién de glucosa,
y que este proceso se afecta mas por la infeccién. Adicionalmente, la incorporacion del 6-
NBDG es mayor en las células infectadas con C. albicans respecto a las células no
infectadas en ambos grupos tratados con las dos concentraciones de insulina. Esto implica
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gue los macrofagos THP-1 incorporan una mayor cantidad de glucosa para satisfacer las
demandas adicionales impuestas por la infeccion con C. albicans. Durante la fagocitosis hay
un incremento en la oxidacion de la glucosa, activacion del ciclo del &cido tricarboxilico y via
de las pentosas fosfato. Un aumento en el transporte de glucosa necesita un incremento en
la funcion de los transportadores GLUT. Los resultados de la expresion de los
transportadores GLUT indican que la incorporacion del 6-NBDG podria ser mediado

principalmente por GLUTS3.

Es importante mencionar que la captacion del analogo en las células tratadas con insulina a
concentracion fisioldgica fue mayor que en las células tratadas con 45 pUl/mL, observandose
el médximo de captacion a los 60 minutos. Es decir, la condicion de insulina elevada

disminuye la captacién eficiente de glucosa.

La disminucién en la captacion del analogo de glucosa en presencia de una alta
concentracion de insulina puede tener varias explicaciones: (i) La alta concentracion de
insulina afecta la expresion de los transportadores GLUT como se menciona con anterioridad
y es por esto que la captacion de 6-NBDG disminuye, (ii) Este fendmeno podria deberse a
una disminucion en la concentracion del receptor de insulina en la superficie celular, debido a
la saturacién de los sitios de union y (iii) Es posible que la alta concentracién de insulina
promueva una reduccion en la expresion en el sustrato del receptor de insulina-2 (IRS-2) en
los macréfagos, aun cuando el tiempo de incubacién fue de una hora, este efecto se observo
en un trabajo realizado por Burén y colaboradores (2003), donde se demuestra que la
exposicion de los adipocitos por un largo periodo de tiempo con una alta concentracién de
insulina y glucosa a concentraciones fisioldgicas y altas por 24 horas, promueve alteraciones

en la internalizacion de glucosa, y una reduccion en la expresion del receptor IRS-2.
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9. CONCLUSIONES

En el modelo in vitro empleando macréfagos THP-1 infectados con C. albicans, observamos
gue disminuye la captacion de glucosa por parte de los macréfagos THP-1 infectados en
presencia de una alta concentracion de insulina comparada con las células infectadas y
tratadas a una concentracion fisioldgica de la misma. Esta reduccién puede ser resultado de

la alteracion en la expresion de los transportadores GLUT.
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10. PERSPECTIVAS

Debido a que la principal caracteristica de la DMT2 es una concentracion de glucosa elevada
en sangre, se recomienda realizar ensayos en los que se determine la expresién de los
receptores GLUT, asi como la incorporacién de glucosa bajo concentraciones fisiologicas y
altas de glucosa. Asi como evaluar las funciones bioldgicas del macr6fago como fagocitosis,

produccion de citocinas y funcién microbicida.
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