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RESUMEN

Introduccion. Durante el Ultimo tercio de la gestacion, diversos mamiferos, incluido
el humano, presentan resistencia a la insulina, un fenémeno fisiolégico en el que se
observa una disminucion en la sensibilidad a la insulina de los tejidos maternos y
cuyo proposito es suplir eficientemente al feto de los nutrientes necesarios para su
correcto desarrollo. Aln se desconocen los mecanismos moleculares precisos que
contribuyen al desarrollo de la resistencia a la insulina durante la gestacion, por lo
que resulta necesario el estudio de las diferentes proteinas participes en la via de
sefalizacion de la insulina en diversos tejidos, lo cual ayudaria a comprender de
manera integral, el rol que ciertos mecanismos moleculares en determinados tejidos
tienen durante este periodo gestacional. En estudios previos en el laboratorio, se
analizé la fosforilacion de la proteina AKT (Tir308), una proteina central en la
sefalizacion de la insulina, encontrandose una disminucion en el higado, el tejido
adiposo y el musculo, indicando una menor sefalizacion de la insulina. En el higado
y en el tejido adiposo, esta disminucién correlaciona con incrementos en la
expresion de PTEN, una proteina inhibitoria de la via de senalizacion de la insulina,
lo que sugiere que la inactivacion de AKT en estos tejidos se encuentra ligado a un
aumento en esta proteina inhibidora. Sin embargo, la fosforilacion y expresion total
de PTEN, no se vieron modificadas en el musculo esquelético, por lo que este
mecanismo no explica la disminucion de la expresion de la forma activa de AKT en
este tejido. En este estudio se propone analizar los cambios en la expresion y
fosforilacion del receptor de insulina, ademas de la expresién de la forma truncada
de la cadena B del receptor de insulina (IR-B’), buscando determinar el rol de estos
factores en la resistencia a la insulina observada hacia el final de la gestacion en
condiciones fisioldgicas, especificamente en el tejido muscular

Objetivo. El objetivo de este trabajo es analizar los cambios en la expresion y
activacion del receptor de insulina en el musculo esquelético de ratonas en el dia
17 (dltimo tercio) de la gestacion, en un modelo animal de ratén.

Métodos. Ratones hembra de la cepa C57BL/6J, se dividieron en dos grupos:

ratonas de 8-12 semanas de edad en el dia 17 de la gestacion y ratonas no



gestantes de la misma edad. Antes de la administracién de insulina, se realiz6 un
pequefio corte en la cola para medir los niveles de glucosa plasmética.
Posteriormente, las ratonas se inyectaron via intraperitoneal con insulina humana
(1Ul/kg) y 30 minutos después los niveles de glucosa plasmatica fueron medidos
nuevamente. A continuacion, se extrajo el tejido muscular del cuadriceps femoral,
de donde se analiz6 la expresion del ARNm de la isoforma B del receptor de insulina,
la expresidon de proteina total, los niveles de fosforilacion en el residuo Tir1150 y la
abundancia de la forma trunca de este mismo receptor.

Resultados. Comparado con el grupo no gestante, las ratonas al dia 17 de
gestacion mostraron una disminucion en la sensibilidad a la insulina, demostrando
asi el fendbmeno de insulinorresistencia presente durante este periodo. Las ratonas
en gestacion no mostraron diferentes niveles de expresion del ARNm de la isoforma
B del receptor de insulina, comparadas con el grupo control. De igual manera, la
expresion de la proteina total y los niveles de fosforilacién de la cadena 8 del
receptor de insulina, no se vieron alterados en el grupo gestante. Por otro lado, la
abundancia de la forma trunca o soluble del receptor de insulina mostr6 un
incremento significativo en el grupo gestante, comparadas con el grupo control.
Conclusiones. Estos resultados demuestran que la expresion transcripcional y
traduccional, asi como los niveles de activacién por fosforilacién del receptor de
insulina, no se ven alterados durante la ultima etapa de la gestacién, indicando que
estos factores parecen no tener un rol importante en el desarrollo de resistencia a
la insulina en este periodo. Sin embargo, se encontr6 que, en el grupo de ratonas
gestantes, existe una mayor abundancia de la forma trunca del receptor de insulina.
Este resultado sugiere que el corte proteolitico del receptor de insulina, que da como
resultado la forma trunca, es un posible mecanismo participe en el desarrollo de

insulinorresistencia durante la gestacion.
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INTRODUCCION
Insulina y su biosintesis

La insulina es una hormona peptidica producida y secretada por las células beta de
los islotes pancreaticos, también conocidos como islotes de Langerhans.

La biosintesis de la insulina comienza cuando el gen INS se transcribe en el nucleo
a ARN mensajero (ARNm); este codifica para una sola cadena polipeptidica
(preproinsulina) que es sintetizada en los ribosomas del reticulo endoplasmico. Esta
cadena Unica es un precursor que esta conformado por un péptido sefal necesario
para dirigir el péptido naciente hacia la via secretora, la cadena A de 21
aminoacidos, la cadena B de 30 aminoéacidos y el péptido C de 31 aminoéacidos
(Steiner DF, 1967).
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos de la insulina humana. Cada
letra representa un aminoacido, mientras las lineas verdes representan
puentes disulfuro (Ward CW, 2011).

Durante la traduccién, el péptido sefial de esta hormona inmadura es cortado por
una peptidasa en el reticulo endoplasmico rugoso, continuando la traduccion para
dar origen a la proinsulina. Dentro de este mismo organelo, lo proinsulina se pliega
y se estabiliza en su configuracion tridimensional nativa, la accién de isomerasas
favorece la union de la cadena A y la cadena B mediante la formacién de tres
puentes disulfuro.

La proinsulina recién plegada se transporta hacia el aparato de Golgi; se empaqueta
en granulos secretorios inmaduros, donde es procesada por las prohormona
convertasas PC1/3 y PC2, cortando el péptido C de la cadena principal.

Posteriormente, la carboxipeptidasa E libera aminoacidos basicos del extremo C-



terminal de las cadenas polipeptidicas resultantes, produciendo finalmente la forma
madura de la insulina, compuesta por las cadenas A y B unidas por puentes
disulfuro (Hutton JC, 1994).

Después de transportarse a través del sistema Golgi, los granulos con insulina
maduran. Dentro de estos granulos secretorios, la insulina se une a dos atomos de
zinc (Zn?*), con la que forma cristales hexaméricos (Lemaire K, et. al. 2009). La gran
mayoria de estos granulos secretorios maduros se mantienen en el citoplasma de
la célula beta, unidos a microtubulos y filamentos de actina. Los granulos maduros
se resguardan hasta ser secretados en respuesta a una sefal de calcio (Ca?*)

intracelular (Rorsman P, 2003).
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Figura 2. Biosintesis de la insulina (Modificado de Tokarz VL, 2018).
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Secrecion de la insulina

La glucosa es el nutriente secretagogo mas importante de la insulina. El mecanismo
para que se lleve a cabo la liberacion de la insulina requiere de la entrada a la célula
de la glucosa y de su catabolismo para llevar a cabo el proceso denominado como
secrecion de insulina estimulada por glucosa (Rorsman P, 2013).

Cuando los niveles de glucosa plasmatica suben, la entrada de glucosa a las células
beta pancreaticas, a través de transportadores de glucosa (GLUT2) independientes
de insulina, también aumenta. Dentro de la célula, la glucosa primero se convierte
en glucosa-6-fosfato al ser fosforilada por la glucocinasa (hexocinasa 4), una enzima
considerada como un sensor de glucosa de las células beta pancreéticas. Esta
fosforilacion permite que la glucosa sea metabolizada en concentraciones
consideradas hiperglucémicas, lo que resulta en un aumento de la concentracidon
citoplasmica de ATP que permite el acoplamiento del metabolismo con cambios
electrofisiolégicos ocasionados por el cierre de canales de potasio sensibles a ATP
(Katp) (Ashcroft F, 1984). Como resultado, la membrana celular sufre una

despolarizacion, conduciendo a la apertura de canales de calcio dependientes de
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Figura 3. Mecanismo de secrecion de insulina estimulado por
glucosa (GSIS). Procesos biofisicos y enzimaticos participes en la
secrecion de insulina en respuesta a glucosa (Fernandez-Mejia, 2018).
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voltaje y, por lo tanto, al flujo de calcio dentro de la célula. Esta entrada de calcio
extracelular es la sefial necesaria para promover la exocitosis de insulina (y péptido
C) hacia la vena porta, ya que el calcio intracelular promueve la fusion de lo granulos
de insulina maduros con la membrana plasmatica (Baumgard LH, 2016).

La secrecidn de insulina estimulada por glucosa muestra ademas un patrén bifasico:
la primera fase comienza casi inmediatamente después al estimulo de glucosa,
observando un pico de secrecion de insulina, asociado a los granulos unidos a la
malla cortical de actina; posteriormente, la segunda fase consiste en una secrecion
de insulina asociada a los granulos unidos a microtubulos, que llega mas tarde, pero
se mantiene constante hasta haber alcanzado los niveles de glucosa plasmatica

basales (Henquin, 2006).

Mecanismos moleculares de la seializacion de la insulina

Tras haber sido secretada por las células beta pancreaticas, la insulina viaja por el
torrente sanguineo para llegar a multiples tejidos blanco, en donde sera capaz de
desencadenar sus conocidos efectos metabdlicos y mitogénicos al unirse al

receptor de insulina (IR).

Receptor de insulina

Este receptor tetramérico se encuentra en la membrana plasméatica de las células
blanco. Consta de dos subunidades a extracelulares donde se encuentran los sitios
de unién a la insulina, y dos subunidades B citoplasmicas que poseen dominios de
cinasa de residuos de tirosina y tiene un peso de aproximado de 95kDa (Hubbard
SR, 2013).

Existen dos isoformas del receptor de insulina, la isoforma A y B. La isoforma A se
diferencia al prescindir del exén 11 del gen InsR tras el proceso de empalme
alternativo o splicing; posee una alta afinidad por el factor de crecimiento IGF-2, lo
que le confiere un rol importante en el desarrollo y crecimiento pre-natal. Por el otro
lado, la isoforma B del IR, la cual si contiene al exdn 11, resulta mucho mas afin a

la insulina que a IGF-2, por lo que participa en la mayoria de los procesos



metabdlicos regulados por la insulina. Ademas, IR-B es la isoforma mayormente
expresada en higado, musculo esquelético y tejido adiposo blanco, tejidos

conocidos por sus importantes funciones metabdlicas (Belfiore A, 2017).
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Figura 4. Isoformas del receptor de insulina, resultado de un proceso
de splicing sobre el trasncrito del gen InsR (Frasca, 2008).
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Tras la union de la insulina al receptor de insulina, se da un cambio conformacional
en éste que permite la autotransfosforilacion en los residuos de tirosina Tir1162,
Tir1158 y Tir1163, localizados en el dominio cinasa de las subunidades 3. Este
evento de trans-autofosforilacion resulta esencial para el reclutamiento de proteinas
sustrato del IR (Wei L, 1995).
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Figura 5. Receptor de insulina. Estructura y activacion del IR
(Modificado de Barthel A, 2008).



Esta activacion del receptor de insulina inicia la amplificacion de la sefalizacion
metabdlica de la insulina al reclutar distintas proteinas adaptadoras con un dominio
PTB (dominio de uni6n a fosfotirosina), como lo son la familia del sustrato del
receptor de insulina (IRS) y la familia SHC. El reclutamiento de diversos sustratos
del receptor de insulina permite la ramificacion de la sefializacién de la insulina en
una etapa temprana, con el fin de activar multiples mddulos funcionales y
regulatorios, entre los que se incluye el transporte de glucosa, sintesis de
biomoléculas, diferenciacidon celular, mitogénesis y la autoinhibicion de la actividad

del receptor de insulina (Petersen, 2018).

Via de PIBK/AKT

El sustrato de receptor de la insulina 1 (IRS-1) es una de las proteinas adaptadoras
que se unen al receptor de insulina activo. Ha sido altamente estudiada ya que se
le considera un nodo regulatorio en mdultiples vias de sefalizacion de procesos
metabdlicos, siendo una de ellas la via de PISK/AKT (Dong X, 2006).

La senalizacién de esta via continUa posterior a la activacion del receptor, el cual
recluta y fosforila en multiples residuos de tirosina a IRS-1. Los sitios de fosfotirosina
en motivos YXXM de IRS-1 permiten la unién de PI3K, una proteina con actividad
de cinasa de lipidos conformada por dos subunidades: la subunidad p85a
regulatoria y la p110 catalitica (Myers MG Jr, 1992).

La PISK, a través de la actividad de la subunidad p110 catalitica, fosforila el
precursor fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) que se encuentra en la membrana
plasmatica, sintetizando fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Esta reaccion es
reversible y catalizada por la fosfatasa y homoélogo de tensina (PTEN), lo que la
convierte en una proteina inhibitoria de la via PISK/AKT, ya que la propagacién y
amplificacion de la sefal de insulina, requiere la acumulacion de PIPs. (Wijesakara
N, 2005).
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PIPs actua entonces como segundo mensajero y sitio de anclaje al promover el
reclutamiento a la membrana de cinasas dependientes de fosfoinositidos, como lo
son PDK-1 y PDK-2, asi como AKT (formalmente conocida como PKB).

Existen tres genes que codifican isoformas de AKT. La isoforma AKT2 es la participe
en esta via de sefalizacion estimulada por insulina. AKT interactia con PIP3 a través
de su dominio PH (dominio de homologia a pleckstrina), lo que la localiza en la
misma regién en la membrana que PDK-1 y mTORC2, que activan a AKT al
fosforilarla en los residuos (treonina) Thr308 y (serina) Ser473, respectivamente
(Alessi DR, 1997) (Sarbassov DD, 2005). Esta forma activa de AKT es capaz de
fosforilar multiples blancos, como lo son las proteinas FOXO1, GSK3, TSC1/2 que
activa a mTORC1, AS160, entre otras; por lo que esta implicada en la regulacion de
multiples procesos principalmente metabdlicos. Esta caracteristica convierte a AKT
(también conocida como PKB), en un importante nodo regulador de la via de la
insulina (Taniguchi CM, 2006).
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Figura 6. Via de sefnalizacion de la insulina por PI3BK/AKT.

Efectos metabdlicos de la insulina

La funcién mas conocida de la insulina es el efecto hipoglucemiante que se observa
en respuesta a altas concentraciones de glucosa plasmatica, que actua como la
sefial metabdlica mas importante que estimula la secrecion de insulina de las células

beta pancreéticas. Este efecto hipoglucemiante se debe a que la insulina facilita la

11



entrada de glucosa en el musculo esquelético y tejido adiposo, al promover la
translocaciéon del transportador GLUT4 a la membrana celular, aumentando asi la
captacion de glucosa por las células en estos tejidos (Leto D, 2012).

La insulina es considerada la principal hormona anabdlica, por también regular el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos en multiples tejidos.

Durante el postprandio, en el higado, la insulina activa enzimas que metabolizan la
glucosa a través de los procesos de glucdlisis y glucogenogénesis, al mismo tiempo
que inhibe enzimas de degradacién del glucégeno (Lewis GF, 2021)

En el musculo, ademas de favorecer la entrada de glucosa y la sintesis de
glucogeno, la insulina activa la esterificacion de &cidos grasos y la sintesis de
proteinas; mientras que en el tejido adiposo la insulina favorece principalmente la
lipogénesis y almacenamiento de lipidos activando a la lipoproteina lipasa (Petersen
MC, 2018)

!
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Figura 7. Efectos metabdlicos de la insulina. Procesos metabdlicos
activados por la sefnalizacion de la insulina en higado, musculo
esquelético y tejido adiposo blanco.
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Senalizacion de la insulina en el higado

La senalizacion hepatica de la insulina posee propiedades anabdlicas al promover
la sintesis de todo tipo de macromoléculas metabdlicas, como lo son el glucégeno,
lipidos y proteinas.

A diferencia del musculo y el tejido adiposo, la captacién de glucosa en el higado
es independiente a la accion de la insulina. Se considera que la entrada de glucosa
a los hepatocitos se da por tansporte facilitado a través de GLUT2. Ademas, este
es el transportador de glucosa hepatico predominante en humanos (Adeva-Andany,
2016).

La insulina postprandial en el hepatocito promueve la sintesis de glucégeno
mediante la senalizacion a través de la via de PIBK/AKT, que tiene como uno de
sus blancos la fosforilacion de la glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3) en el residuo
Ser21 para la isoforma a, y en Ser9 para la isoforma . Esta fosforilacion inactiva a
la GSK3p, la cual es un inhibidor de la enzima glucégeno sintasa (GS). Por lo tanto,
en respuesta a insulina, la glucégeno sintasa se activa y cataliza la formacién de
enlaces glucosidicos entre moléculas de glucosa para formar glucégeno (Cross DA,
1995).

Otro mecanismo clave en las propiedades anabdlicas de la insulina en estado
postprandial, es la inhibiciobn de genes gluconeogénicos. La activacion de AKT
estimulada por insulina, hace que forsforile al factor de transcripcion FOXO1. Este
factor de transcripcion es responsable de regular el programa transcripcional
gluconeogénico en el higado (Puigserver P, 2003). Por lo tanto, FOXO1 al ser
fosforilado por AKT, sale del nucleo y pierde su actividad de factor transcripcional,
inhibiendo asi la expresion de genes gluconeogénicos. Ademas, la insulina reduce
la produccion de glucosa hepética al limitar el suministro de glicerol y acidos libres
al higado; asi como inhibiendo la glucogendlisis (Cherrington AD, 1998).

Existe también un efecto de la insulina sobre el metabolismo de lipidos hepatico,
sobre todo relacionado con la regulacion positiva de genes participes en la

lipogénesis de novo a cargo del factor de transcripcion SREBP-1c, el cual se activa
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después de ser procesado y translocado al ndcleo en respuesta a la sefal
proveniente del eje PIBK/AKT/mTORC1 (Li S, 2010).

Senalizacion de la insulina en el musculo esquelético

En el musculo esquelético, la insulina es una sefial de abundancia de glucosa en el
torrente sanguineo, por lo que su funcidén en los miocitos es la captacion de glucosa
para la obtencion de energia mediante su catabolismo en el periodo de posprandio
o su almacenamiento en forma de glucégeno (Kim JK, 2000).

El efecto de la insulina en el musculo esquelético mas estudiado ha sido la captacion
de glucosa a través de una coordinada translocacién y fusiéon de GLUT4 a la
membrana plasmatica, proceso que se considera, dependiente de la senalizacién
de PI3K (Luo J, 2006). El control que PI3K ejerce sobre la captacion de glucosa,
esta mediado a través de la activacion de AKT, RAC1 y sus proteinas blanco, las
cuales a su vez coordinan la accion de proteinas envueltas en el tréfico y fusion de
vesiculas cargadas con GLUT4 a la membrana plasmatica (Sylow L, 2014).

IRS-1 e IRS-2 son las proteinas sustrato del receptor de insulina mas importantes
en su senalizacion metabdlica en el musculo esqulético. En este tejido, IRS-1 tiene
un rol dominante, promueve la captacién de glucosa y la sintesis de glucégeno
estimuladas por insulina. Mientras tanto, IRS-2 parece no ser esencial para estas
funciones, sin embargo, participa en la regulacion del metabolismo de lipidos (Previs
SF, 2000).

Como sucede en el higado, la sintesis de glucogeno estimulada por insulina en el
musculo esquelético se regula en parte por la fosforilacion de AKT y consecuente
inactivacion de la glucdgeno sintasa cinasa (GSK3). Ademas, la insulina promueve
la desfosforilacion de la glucdgeno sintasa a través de la activacion de la fosfatasa
PP1. Ambos mecanismos permiten entonces, la abundancia de una sintasa de
glucégeno activa y desfosforilada, capaz de promover la sintesis de glucégeno
(Cohen P, 2001).
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Senalizacion de la insulina en el tejido adiposo

Los efectos de la insulina sobre el tejido adiposo blanco son importantes en el
mantenimiento de la homeostasis de los acidos grasos. Ademas, el tejido adiposo
presenta alta sensibilidad a esta hormona, por lo que la insulina exhibe efectos
potentes y rapidos en este tejido.

La insulina inhibe la lipdlisis a través de mecanismos dependientes de cAMP/PKA
ligados a AKT, que tras ser activada por la sefalizacion de la insulina, fosforila a la
fosfodiesterasa 3B (PDES3B), la cual degrada cAMP para disminuir la sefializacidén
de PKA, que tiene como blancos proteinas participantes en la lipblisis como la lipasa
sensible a hormonas (HSL) y la perilipina (PLIN). Al inhibir los procesos lipoliticos,
la insulina regula a la baja los niveles de acidos grasos libres en plasma (Jaworski
K, 2007).

A pesar de que no se ha observado que la insulina favorezca directamente la
esterificacibn de &cidos grasos, su participacion apunta mas bien a regular la
disponibilidad de sustratos. Al regular la captacion de glucosa mediante el eje de
sefalizacion IRS-1/PISK/AKT en adipocitos, activa mediante la via de la glucdlisis,
la sintesis de glicerol-3-fosfato, que funciona como sustrato para el proceso de
esterificacion de triglicéridos. Por otro lado, aumenta la actividad de la lipoprotein
lipasa en el endotelio del tejido adiposo, proveyendo de acidos grasos libres para
su re-esterificacion (Farese RV, 1991).

Adicionalmente, la insulina activa el factor de transcripcion SREBP-1c y su
programa trancripcional pro-lipogénico como lo hace en hepatocitos (Horton JD,
2002).

Mecanismos inhibitorios de la senalizacion de la insulina

La regulacion de la via de senalizacion de la insulina es esencial para mantener en
correcto funcionamiento sus efectos metabdlicos, siendo la actividad de las
proteinas proximales de la via receptor de insulina: IRS-1, PI3K y AKT, el principal

blanco de esta regulacién (Posner Bl, 2017).
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Se conocen distintos mecanismos de regulacion negativa que en condiciones
fisiologicas se encargan principalmente de terminar la sefializacion de la insulina.
Sin embargo, se ha encontrado que la desregulacion de estos mecanismos
inhibitorios participa en condiciones patoldgicas, tales como la obesidad, diabetes o

incluso en un contexto inflamatorio. (Rahman M, 2021)

Expresion del receptor de insulina en la membrana plasmatica

El receptor de insulina es la primera proteina con la que entra en contacto la insulina
para transducir su senal. Uno de los mecanismos por los que se reduce la
senalizacion de la insulina es la disminucidn en la expresion de su receptor sobre la
membrana plasmatica. Existen dos explicaciones por las que presuntamente ocurre
este fenbmeno: la primera propone una disminucion en la transcripcién y expresion
total del receptor; mientras que el segundo mecanismo involucra a la ubiquitin ligasa
MARCHT1, la cual ubiquitina al receptor de insulina promoviendo su degradacion y
disminuye su abundancia en la superficie celular. Ademas, la expresion de MARCH'1
se ha encontrado aumentada en tejido adiposo blanco de ratones y humanos
obesos, sugiriendo un rol en la fisiopatologia de este padecimiento al contribuir a la

desensibilizacion a la insulina (Nagarajan A, 2016).

Fosforilaciones inhibitorias

Usualmente los eventos de fosforilacion en el receptor de la insulina y proteinas
IRS, especialmente en residuos de tirosina, son entendidos como modificaciones
postraduccionales que activan proteinas y promueven la transduccién de sefal de
la insulina. En contraste, existen fosforilaciones principalmente en residuos de
serina/treonina, a las que se les atribuyen funciones inhibitorias (Boucher J, 2014).
Sin embargo, recientemente se ha descubierto que el efecto positivo o negativo que
puedan tener estas fosforilaciones, depende mas de el patron de fosforilacidn que

se forme sobre la proteina, es decir, son sitio-dependientes (Haeusler RA, 2018).

16



Uno de los ejemplos mas claros de este tipo de regulacién se encuentra en la
proteina adaptadora IRS-1. En condiciones fisiol6gicas, la cinasa de la proteina
ribosomal S6 (S6K) forma parte de un circuito auto-regulatorio activado por la misma
insulina. Al activarse la S6K por la fosforilacibon de mTORCH1, esta fosforila a IRS-1
en el residuo Ser302 que resulta en una caida en la sefalizacién de IRS-1 y su
posterior degradacion proteosomal, terminando asi la sefalizacion de la insulina
(Shah OJ, 2004).

Ser307 es otro sitio de fosforilacibn que ha mostrado un importante rol en la
regulacion de IRS-1, pues es usada frecuentemente como evidencia de inhibicién
de IRS-1 y subsecuente pérdida de sensibilidad a la insulina. Se conocen multiples
estimulos que inducen la fosforilacibn de IRS-1 en Ser307, entre los que se
encuentran el estrés hiperosmético, el antibiético asinomicina, citocinas pro-
inflamatorias como TNFa provenientes de infiltracidn de células inmunes y acido
okadaico. Todos estos estimulos activan cinasas de Ser/Thr como IKKB y JNK, o
mTOR, y son capaces de reducir la sefializacién de la insulina a través de este
mecanismo (Gual P, 2005).

El estudio de las fosforilaciones en residuos de Ser/Thr en IRS-1 es tan extenso que
se han descrito patrones de fosforilacion en donde se reportan los residuos
fosforilados, la cinasa responsable de la fosforilacion, y los efectos observados
(Copps KD, White MF, 2012).

Otro mecanismo de regulacién por fosforilacion inhibitoria sucede en el receptor de
insulina. La activacion de PKCe o PKCO (dependiendo del tejido) dependiente de
diacilglicerol, promueve la fosforilacién del residuo Thr1160 en la asa de activacion
del receptor, debilitando su autofosforilacion, la cual es necesaria para su completa

activacion (Petersen MC, 2016).

Fosfatasas inhibitorias

Uno de los mecanismos mas estudiados que alteran la sefalizacién de la insulina,
es la desfosforilacion de varias de las proteinas que integran la via, disminuyendo

asi su activacion. Si bien este fen6meno puede ocurrir debido a una desregulacion
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de las cinasas activadoras de la via, existen mdultiples fosfatasas con accién
antagonista que catalizan la reaccioén opuesta y bloquean asi la transduccion de la
sefial (Haeusler RA, 2018).

Uno de los puntos de la via donde existe este tipo de regulacidn es en la produccion
de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), un lipido de membrana que actia como
segundo mensajero al ser fosforilado por cinasas como la PI3K de la via de la
insulina. La fosfatasa PTEN se encarga de inhibir la sefalizacién en este punto al
revertir la reaccién desfosforilando PIP3, resultando en su forma precursora
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), impidiendo asi la acumulacién de PIPs, la cual

es esencial para la transduccion de la sefal (Li YZ, 2020).

Resistencia a la insulina en condiciones fisioldgicas y patoldgicas

La resistencia a la insulina se define como la pérdida de sensibilidad de los tejidos
a esta hormona a concentraciones basales de insulina en plasma, por lo que se
observa un decremento en la capacidad de los tejidos blanco de desencadenar los
efectos moleculares, celulares y fisioldégicos de la insulina. (Petersen MC, 2018).
Este fendbmeno se presenta en condiciones fisiologicas como gestacién, asi como
en ciertas patologias como el sindrome metabdlico o la diabetes mellitus tipo 2.

En la resistencia a la insulina la accién defectuosa de esta hormona lleva a una
disminucidén en la captacion de la glucosa y la sintesis del glucégeno, lo cual
repercute en los niveles de glucosa sanguineos que permanecen altos; esto
estimula la secrecion de insulina y causa hiperinsulinemia. También, la resistencia
a la insulina causa supresion defectuosa de la produccidén hepatica de la glucosa
(Czech MP, 2017).

Se han propuesto varios mecanismos como posibles causas del desarrollo de
resistencia a la insulina: anormalidades genéticas en una o mas proteinas participes
en la via de sefalizacion de la insulina o su regulacion, efectos de otras hormonas
u adipocinas contrarreguladoras, efectos de citocinas provenientes de procesos

inflamatorios, malnutricion fetal y patologias como la obesidad (Lebovitz HE, 2001).
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Rol del receptor de insulina truncado

Multiples estudios han descubierto un mecanismo de regulacion de la sefalizacion
de receptores cinasa de residuos de tirosina, basado en la escisidén proteolitica de
estos receptores que participan en numerosos procesos celulares, y cuya
desregulacion esta asociada a varias enfermedades (Huang H, 2021).
Especificamente sobre el receptor de insulina, se ha encontrado que este receptor
puede sufrir cortes proteolitcos por la accion de diferentes enzimas: calpaina 2, la
cual es secretada al espacio extracelular asociado a exosomas, es capaz de cortar
directamente el ectodominio de la subunidad 3 del receptor de insulina. A su vez,
este corte promueve el procesamiento intramembranal del receptor de insulina por
la enzima y-secretasa, lo que libera el fragmento del C-terminal del receptor de
insulina (Yuasa T, 2016).

Otro estudio demostrd que la enzima BACE1 puede también cortar el ectodominio
del receptor de insulina, resultando en fragmentos de aproximadamente 45kDa.
Estos fragmentos resultantes se denominan como receptor souble a la insulina (sIR)
o subunidad B del receptor de insulina truncado (IR-B’) (Meakin PJ, 2018).

La escision proteolitica del receptor de insulina dependiente de estas enzimas es
capaz de regular la cantidad de receptor de insulina que se encuentra en la
superficie de la membrana celular, por lo que también seria capaz de regular la
sensibilidad a la insulina de las células blanco (Knutson VP, 1991).

Se ha determinado que el corte del receptor de insulina es suficiente para alterar
negativamente la sefializacion de la insulina, pues al inhibir mediante knock-down
las enzimas responsables de estos cortes proteoliticos, calpaina 2 y y-secretasa, se
logré reestablecer la activacion de enzimas rio abajo de la via de senalizacion de la
insulina. Ademas, el conocido farmaco de efecto hipoglucemiente, metformina,
parece actuar parcialmente mediante este mecanismo, por ser un inhibidor de la
liberacidén de calpaina 2 en los exosomas y asi prevenir la escision del receptor de

insulina, reestableciendo la transduccion de la senal (Yuasa T, 2016).
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Figura 8. Escicion proteolitica del receptor de insulina por la accién
de calpainas, BACE1 y y-secretasa (Huang H, 2021).

Adicionalmente, se ha propuesto otro mecanismo de accion del receptor de insulina
soluble. Se ha demostrado que diversas lineas celulares, especialmente
hepatocitos, son capaces de secretar la forma trunca del receptor de insulina en
respuesta a una alta concentracion de insulina (Papa V, 1993). Esta forma soluble
al ser aun capaz de unirse a insulina libre en plasma, compite por esta unién con el
receptor de insulina unido a la membrana celular, contribuyendo asi a disminuir los

efectos fisioldgicos de la insulina en un estado hiperinsulinémico (Hiriart M, 2014).
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Reforzando la idea de que la forma truncada del receptor de insulina juega un rol
importante en el desarrollo de resistencia a insulina y patologias asociadas a este
fendmeno, se ha encontrado que existe una correlacion negativa entre los niveles
en plasma del receptor de insulina soluble y la sensibilidad a la insulina, es decir, a
mayores niveles de receptor de insulina soluble en plasma, mayor tendencia a

desarrollar resistencia a la insulina (Yuasa T, 2016).
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Figura 9. Correlacion entre la resistencia a la insulina y la
abundancia de sIR determinada por un clamp euglucémico-
hiperinsulinémico (Yuasa T, 2016)

En pacientes con diabetes tipo 2, se han encontrado niveles aumentados del
ectodominio del receptor de insulina soluble en plasma, comparado con personas
sin diabetes y sin historial diabético en la familia (SIRSG, 2007).

Otro hallazgo indica que pacientes con diabetes mellitus tipo 2 muestran niveles
aumentados de BACE1 en plasma y de actividad enzimatica de BACE1, que se
relacionaron con un aumento de receptor de insulina soluble en plasma. Ademas,
el estado glucémico de estos pacientes correlacioné con los elevados niveles de
BACE1 y de la escicidén del receptor de insulina, lo cual esta relacionado con la

resistencia a la insulina (Bao H, 2021).
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Metabolismo durante la gestacion

La gestacion es un evento que representa un reto adaptativo en el que participan
cambios anatomicos, fisioldgicos y metabdlicos en la madre, con el propésito de
satisfacer las necesidades nutricionales y metabdlicas del feto.

Las adaptaciones metabdlicas en la madre incluyen el desarrollo de resistencia a la
insulina, hiperlipidemia y cambios en el metabolismo de proteinas y aminoacidos.
En conjunto, estos cambios aumentan la disponibilidad de nutrientes en favor del

crecimiento de la unidad feto-placentaria (von Versen-Hoeynck FM, 2007).

Cambios metabdlicos y fisioldgicos en la gestacion

La gestacibn es un estado dindmico, en donde se diferencian dos etapas
metabdélicamente distintas:

La primera etapa abarca los dos primeros tercios de la gestacion, donde el
crecimiento fetal es limitado y el metabolismo en la madre tiende al almacenamiento
de nutrientes. Por ejemplo, existen cambios hormonales relacionados a la gestacién
que inducen cambios adaptativos en el hipotalamo materno, estimulando un
aumento en la ingesta de alimento. Ademas, se observa un fendbmeno de resistencia
a la leptina, que inhibe los efectos supresores de apetito de esta hormona. Estos
cambios adaptativos resultan en el aumento de depésitos de grasa que funcionan
como almacenamiento de energia en preparacion para la alta demanda energética
de la gestacion tardia y la lactancia (Augustine RA, 2008).

Por otro lado, durante esta etapa, la gluconeogénesis hepatica se encuentra
aumentada. Ademas, la utilizacion de glucosa por parte del tejido adiposo y el
musculo esquelético disminuye (Bell AW, 1997). Mientras tanto, la sensibilidad a la
insulina y las concentraciones de glucosa en ayuno no se ven afectadas.

Durante la segunda etapa, que comprende el ultimo tercio de la gestacion, el
crecimiento del feto es rapido, por lo que el metabolismo en la madre pasa de ser
anabdlico a catabdlico, asegurando asi el suministro continuo de nutrientes para el

crecimiento fetal y placentario. Se promueve la utilizacién de depdésitos de lipidos
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en tejido adiposo como principal fuente de energia de la madre, preservando la
glucosa y aminoacidos para el feto (Herrera E, 1988). Ademas, se observa un claro
desarrollo de insulinorresistencia, en donde la sensibilidad a la insulina disminuye
entre un 50-60% (Catalano PM, 2014).

Resistencia a la insulina en la gestacion

Ya que durante el ultimo tercio de la gestacién las demandas nutricionales de la
unidad feto-placentaria crecen al maximo, la madre desarrolla en este periodo
resistencia a la insulina periférica, es decir, los tejidos blanco como el higado,
musculo esquelético y tejido adiposo, muestran un decremento en la respuesta
biolégica a una dosis de insulina, ya sea enddégena o exdgena (Catalano PM, 2010).
Por lo tanto, la habilidad de la insulina para suprimir la lipblisis se encuentra
reducida, contribuyendo al aumento de acidos grasos libres en plasma. Asi mismo,
disminuye el efecto supresor de la produccién de glucosa hepética, por lo que esta
se encuentra aumentada. Ademas, la captacidon de glucosa del musculo esquelético
y el tejido adiposo se encuentra disminuida en la madre (Barbour LA, 2007). Este
balance metabdlico garantiza la provision de nutrientes en favor del crecimiento del
feto, incluso en condiciones donde la ingesta de nutrientes de la madre no es
suficiente.

En mujeres con tolerancia a la glucosa normal, estos cambios en la sensibilidad a
la insulina son compensados por una respuesta adaptativa en el pancreas. Se da
un aumento en el nUmero de células beta pancreaticas, asi como en su capacidad
de producir y secretar insulina. Al término de la gestacion, la poblacion de células
beta en el pancreas se contrae y vuelve al tamafio original previo a la gestacion. Sin
embargo, en mujeres diabéticas, la secrecion de insulina endégena durante la
gestacion no es suficiente para compensar la resistencia a la insulina (Kampmann
U, 2019).

Cuando esta respuesta adaptativa por parte del pancreas falla y no es suficiente, la
madre desarrolla diabetes gestacional, un estado patoldgico caracterizado por el

desarrollo espontaneo de hiperglucemia (Baeyens L, 2016). Aunque la diabetes
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gestacional suele resolverse después del parto, las mujeres que padecieron esta
complicacion durante el embarazo tienen una mayor tendencia a desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 en los anos siguientes, en comparacién con mujeres que

tuvieron un embarazo con normoglucemia (Bellamy L, 2009).

Regulacion de la via de senalizacion de la insulina durante la gestacion

Diversos estudios han intentado encontrar el mecanismo molecular que da origen a
la resistencia a la insulina en el ultimo tercio de la gestacién, sin embargo, conforme
los hallazgos avanzan, se ha descubierto que este fenbmeno mas bien comprende
un complejo sistema de regulacion, en el que participan distintos factores que
promueven el desarrollo de la resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina se da por una falla en la senalizacién activada por esta
hormona, resultando en una menor translocacion de GLUT4 a la membrana
plasmatica, que es el principal transportador responsable de la captacién de glucosa
en musculo esquelético y tejido adiposo. Como consecuencia de esta inadecuada
captacion de glucosa de las células, se presenta un estado de hiperglucemia,
caracteristico de individuos con resistencia a la insulina (Plows JF, 2018).

En mujeres con gestaciéon normal, se presenta un decremento del 50% en la
captacion de glucosa (Barbour LA, 2007). Esto esta relacionado con una
disminucidn en la sefalizacion de la insulina posterior a la unién del ligando con su
receptor.

Molecularmente, se ha encontrado que la fosforilacion de la proteina sustrato del
receptor de insulina, IRS-1, se encuentra disminuida en el musculo esquelético de
mujeres gestantes, sugiriendo que existe una menor activacion de la via, lo que
conduce a una menor capacidad de translocacion de GLUT4 a la membrana de
células musculares (Kirwan JP, 2004).

En musculo de mujeres gestantes obesas y con diabetes gestacional, también hay
defectos en los primeros pasos de la sefalizacion del receptor de insulina, pues la

fosforilacion en sitios de tirosina del receptor y de IRS-1 es menor en un ~37% vy
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~62%, respectivamente. Ademas, se encontr6 una disminucion del~44% en la
expresion total de IRS-1 (Friedman JE, 1999).

Otro mecanismo que involucra a IRS-1 y parece influir en la resistencia a la insulina,
se trata de un complejo sistema de regulaciéon de IRS-1 basado en la fosforilacién
de sitios de serina/treonina, pues la fosforilacion especifica de ciertos de estos
residuos en IRS-1 e IRS-2, han mostrado propiedades inhibitorias y se han asociado
a una disminucion en la fosforilacion de residuos de tirosina, que en estas proteinas
sueles ser activadoras (Copps KD, 2012). En tejido adiposo de ratas al final de la
gestacion (dia 20), se encontrdé una mayor abundancia de IRS-1 fosforilado en el
residuo Ser307, asi como un decremento en la fosforilacion en sitios de tirosina. La
fosforilacion especifica en Ser307 usualmente se considera como inhibitoria y ha
sido asociada a multiples modelos de resistencia a la insulina (Sevillano J, 2007).
Este mismo fenbmeno se repite en musculo esquelético de mujeres con diabetes
gestacional, quienes muestran un aumento del 62% en el nivel basal de IRS-1
fosforilado en Ser312 (Ser307 en ratones), asi como un decremento en la
fosforilacion en residuos de tirosina de IRS-1, que correlaciona con una mayor
expresion de una cinasa de residuos de tirosina que es inhibitoria (Barbour LA,
2006).

PI3K puede también influir en la regulacion de la resistencia a la insulina en mujeres
embarazadas. Esta cinasa se compone de dos subunidades, la subunidad p85a
regulatoria y la p110 catalitica, las cuales se deben unir en un heterodimero a IRS-
1 para formar PI3K activo. Un desbalance entre la expresidon de estas dos
subunidades tiene un impacto en la sensibilidad a la insulina, pues el monémero de
p85a en mayor abundancia competiria con el heterodimero p85a-p110 para unirse
a IRS-1, reduciendo asi la activacién de PI3K (Biddinger SB, 2006). En el musculo
esquelético y tejido adiposo abdominal de mujeres obesas embarazadas, los niveles
del monémero de p85a se encuentran aumentados entre 1.5-2 veces, comparados
con el de mujeres obesas no gestantes (Catalano PM, 2002).

Lo mismo se observO en el musculo esquelético de una poblacion asiatica de

mujeres gestantes con diabetes mellitus. Los niveles totales de p85a estaban
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aumentados en este grupo, comparado con mujeres gestantes normoglucémicas,
por lo que la actividad de PI3K era mas baja. Ademas, se encontrd que la expresion
total de PKB (AKT) y GSK3-p, proteinas rio abajo en la via de sefializacidén de la
insulina, no mostraron diferencia significativa entre ambos grupos. Sin embargo, la
fosforilacion en sitios de serina de PKB y GSK3-B eran mas bajos en el grupo
gestante respecto al grupo control, indicando que una falla en la cascada de
fosforilacion de la via de la insulina, podria ser la causa de la insulinorresistencia en
la gestacion (Zhang T, 2014).

En ratas al final de la gestacion, tampoco se encontraron cambios en la expresion
total del receptor de insulina, IRS-1, PI3BK'y PTEN; aunque la activacion de algunas
de estas proteinas de la via de la insulina se vio disminuida, pues bajaron los niveles
de fosforilacion en residuos de tirosina del receptor de insulina e IRS-1, asi como la
fosforilacion en Ser473 de AKT (Sevillano J, 2007).

Finalmente, un analisis de PTEN, fosfatasa inhibitoria de la via de la insulina, revel6
que los niveles en plasma de esta enzima se encuentran aumentados en mujeres
gestantes con diabetes gestacional, en comparacion con mujeres gestantes
normoglucémicas. Incluso se encontrd que existe una correlacion entre la alta
concentracion de PTEN en plasma y un aumento en el nivel de resistencia a la
insulina, sugiriendo que PTEN podria participar en el desarrollo de la resistencia a

la insulina durante la gestacion (Li YY, 2015).
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A continuacién, se presenta una tabla que resume los cambios en la via de

sefializacion de la insulina ocurridos durante la gestacion, en comparacion con un

estado no gestante:

Proteina Tejido Expresion Fosforilacion Sitio Referencia
IR Musculo = ! pTir Saad MJ
(1997)
Kirwan JP
! pTir (2004)
. Friedman JE
Mdasculo (1999)
l T Ser307 Barbour LA
(2006)
fElce Catalano
Adiposo PM (2002)
p85a Msculo l Catalano
Tejido 1 Pé\/rll (2ooT2)
(PI3K) - ang
Adiposo (actividad) (2014)
AKT Musculo - l
Zhang T
— 2014
L& Masculo = ! (2014)
PTEN Plasma T Li YY (2015)
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ANTECEDENTES DIRECTOS

No existen estudios analizando concomitantemente el efecto de la gestacidén en
diferentes tejidos sensibles a la insulina. En investigaciones previas en el
laboratorio, se analiz6 la via de sefalizacion de la insulina en ratonas gestantes al
dia 17 de gestacion en el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo blanco,
los tres principales tejidos sensibles a la insulina. Los resultados revelaron que la
expresion total y fosforilacion de proteinas de la via de sefalizacion de la insulina
difiere entre los tejidos previamente mencionados.

Especificamente, los estudios previos encontraron una disminucién en la
fosforilacion de AKT (Thr308) en los tres tejidos, indicando una menor sefalizacidén
de la insulina. En tanto que la fosforilacion de la proteina GSK3-f (Ser9), la cual se
encuentra rio abajo de la via, se encontr6 disminuida en el masculo esquelético,
esta no mostré cambios en el tejido adiposo y se vio aumentada en el higado, lo
que sugiere que el higado, pero no el masculo, es capaz de activar la sintesis de
glucdégeno independientemente de la via de sefalizacion la insulina.

El andlisis de la expresion total y la fosforilacion inhibitoria en el residuo Ser380 de
la fosfatasa PTEN, una proteina de accion inhibitoria en la via de senalizacion de la
insulina reveld los siguientes resultados. En el higado se observé una disminucion
del 43% en los niveles de fosforilacion de PTEN (Ser380), un aumento del 58% en
la expresion de la proteina total y de casi 300% en la abundancia del ARNm de
Pten; en el tejido adiposo no hubo cambios en la proteina fosforilada, pero en la
proteina total y en el ARNm se observaron incrementos del 35% y 50%,
respectivamente. El aumento observado en la proteina total y en el mensajero de
PTEN en el higado y en el tejido adiposo sugiere fuertemente que la inactivacion de
AKT en la gestacion se encuentra ligada a un aumento en esta proteina.

En divergencia con estos resultados, la fosforilacion de PTEN y la proteina total no
se vieron modificadas en el musculo; sin embargo, el descenso en la activacion la
via de senalizacién de la insulina en el musculo durante la gestacion es persistente

en este y otros estudios previos, o que sugiere la influencia de otros mecanismos
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en la inhibicién de la sefalizacién de la insulina mediante la disminucion de AKT-
fosforilada en el musculo

Un estudio en ratas encontré que los defectos en la transduccidén de sefial de la
insulina observados en el higado y el musculo de ratas gestantes se debia en parte
a que la autofosforilacion del receptor de insulina en respuesta a un estimulo de
insulina disminuy6 30% en el musculo en el dia 20 de gestacién (Saad MJ, 1997),
sin embargo, en este estudio usaron un anticuerpo anti-fosfotirosinas, que
determina de manera general el estado fosforilado de una proteina. Ademas, el
articulo de Saad MJ carece de una proteina de referencia para los experimentos de
inumodeteccion, lo que resta confiabilidad a los resultados reportados.

Por otro lado, se ha encontrado que la abundancia del receptor de insulina trunco
en plasma esta inversamente relacionada a la sensibilidad a la insulina en
condiciones fisiolégicas, por lo que se ha asociado el aumento de esta forma del
receptor de insulina (IR-p’) con una mayor tendencia a desarrollar resistencia a la
insulina (Yuasa T, 2016).

En conjunto, estos antecedentes sugieren que la regulacién del receptor de insulina
a diferentes niveles puede tener un rol en la resistencia a la insulina observada en
el ultimo tercio de la gestacidn en ratonas, especialmente en el musculo esquelético,
donde la baja actividad de PTEN observada, no explica la inhibicion de la via de

sefalizacion de la insulina en este modelo de estudio.
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PLANTEAMIENTO

La resistencia a la insulina es la pérdida de sensibilidad a esta hormona, que se ve
reflejada en una disminucion en la capacidad de los tejidos blanco de activar las
funciones fisiologicas de la insulina. En multiples modelos animales, incluido el
humano, se ha observado que durante el ultimo tercio de la gestacion se desarrolla
resistencia a la insulina.

Estudios previos realizados en ratonas gestantes encontraron una disminucién en
la fosforilacion Tir308 de la proteina AKT en el higado, musculo y el tejido adiposo,
indicando una menor sefalizacién de la insulina. En el higado y en el tejido adiposo,
esta disminucidén correlaciona con incrementos en la expresion de PTEN, una
proteina inhibitoria de la via de sefializacibn de la insulina, lo que sugiere
fuertemente que la inactivaciéon de AKT en estos tejidos se encuentra ligado a un
aumento en esta proteina. Sin embargo, la fosforilacidn y expresion total de PTEN,
no se vieron modificadas en el musculo esquelético, por lo que este mecanismo no
explica la disminucion de la expresion de la forma activa de AKT en este tejido.
Dado que el receptor de insulina es un paso esencial en la via de senalizacion de la
insulina, esta molécula es sensible a multiples mecanismos de regulacion, los
cuales pueden verse alterados en condiciones tanto fisiolégicas, como patoldgicas.
Especificamente, el receptor de insulina puede ser desfosforilado por la accién de
fosfatasas y escindido por proteasas, disminuyendo asi su actividad como
transductor de la sefal de la insulina. Estos mecanismos inhibitorios han sido
descritos como participes en el desarrollo de multiples modelos de resistencia a la
insulina, por lo que se consideran potenciales mecanismos responsables de la
disminucién en la activacién de AKT vy resistencia a la insulina observadas en el
musculo esquelético de ratonas durante el ultimo tercio de la gestacion.

En este estudio se propone analizar los cambios en la expresidn y fosforilacién del
receptor de insulina, ademas de la expresion de la forma truncada de la cadena 3
del receptor de insulina (IR-B’), buscando determinar el rol de estos factores en la
resistencia a la insulina observada hacia el final de la gestacién en condiciones

fisioldgicas, especificamente en el tejido muscular.
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HIPOTESIS

Existe una desregulacidén en la expresion y fosforilacion del receptor de insulina y
mayor abundancia de la cadena B truncada del receptor de insulina en el musculo

esquelético de ratonas C57/BL6 en el dia 17 de la gestacion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles del ARNm del gen del receptor de insulina, los niveles de
proteina del receptor de insulina total y su forma fosforilada, ademas de la
abundancia de su forma trunca en musculo esquelético de ratonas C57/BL6 en el

dia 17 de la gestacion y ratonas control no gestantes.

OBJETIVOS PARTICULARES

En el masculo esquelético de las ratonas gestantes y no gestantes:

= Determinar los niveles de expresion del ARNm de la isoforma B del receptor
de insulina.

= Evaluar los niveles de expresién de la proteina total de la cadena 8 del
receptor de insulina.

= Evaluar los niveles de activacion del receptor de insulina al medir los niveles
de expresion de la cadena B fosforilada en el residuo Tir1150.

= Determinar la abundancia de la forma truncada del receptor de insulina.

31



METODOLOGIA

Modelo Animal

Para este estudio se usaron ratones hembra y macho de la cepa C57/BL6 provistos
por la empresa Harlan Laboratories. Los ratones se mantuvieron en la Unidad de
Modelos Biol6gicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM y fueron
manejados de acuerdo a los principios de cuidado animal NOM-062-ZOO-

1999; (www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54050/). Todos los procedimientos fueron

aprovados por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Pediatria (Proyecto
031/2015) y por el Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autbnoma de México (242).

Durante todo el experimento, los ratones se mantuvieron con comida y agua ad
libitum sin modificaciones en la dieta regular rica en nutrientes, y bajo ciclos de 12
horas de luz - 12 horas de oscuridad. Para cada lote de ratones, dos ratonas hembra
de ocho semanas de edad fueron dispuestas en cajas de cruza con un raton macho
por 24 horas. Posteriormente, el ratdn macho fue removido de la caja y el peso de
las hembras fue monitoreado diariamente. Aquellas ratonas hembra que
presentaron un aumento de peso significativo dentro de la primera semana posterior
a la cruza, fueron determinadas como ratonas gestantes y fueron aisladas en cajas
individuales. Las ratonas que resultaron prefiadas fueron sacrificadas en el dia 17
de la gestacion, mientras que las ratonas no prefiadas fueron sacrificadas el mismo

dia como el grupo control.

Curvas de sensibilidad a la insulina

Al dia 17 de la gestacion, se les administr6 a las ratonas gestantes como no
gestantes en no ayuno, insulina regular humana (Humulin, Laboratorios Lilly) a una
concentracion de 1 Unidad Internacional por kilogramo de peso del raton (1Ul/kg),
via inyeccién intraperitoneal. Se tom6 una pequefa muestra de sangre de la vena

de la cola del ratdén, e inmediatamente se determind la concentraciéon de glucosa

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54050/

plasmatica con ayuda de un glucometro y tiras reactivas (Freestyle Optium, Abbott).
Esta medicién se realizd antes de la inyecciéon, 15 y 30 minutos después de esta,
tiempos denominados como minuto 0, minuto 15 y minuto 30, respectivamente. Este
procedimiento se realiz6 en 9 ratonas no gestantes y en 14 ratonas gestantes. Los
valores de concentracion de glucosa plasmatica se registraron para posteriormente

obtener una curva de sensibilidad a la insulina.

Obtencién de tejido

Transcurridos 30 minutos posteriores a la inyeccion de insulina, las ratonas fueron
anestesiadas a nivel sistémico via inhalacion con sevoflurano (Sevorane, Abbott),
para su posterior sacrificio y diseccidn de tejidos, donde se obtuvieron fracciones de
aproximadamente 150 mg de musculo esquelético del cuadriceps femoral.

Una fracciéon destinada a la extraccién de proteina total se coloc6 en un tubo de 1.5
ml para su inmediata congelacion en nitrdgeno liquido, mientras que una segunda
fraccidn destinada a la extraccion de ARNm total fue colocada primero en 1ml de
TRIzol Reagent (Ambion, Life Technologies), para después también ser congelado
en nitrégeno liquido. Todas las muestras obtenidas fueron almacenadas a -80°C

hasta el momento de su utilizacion experimental.

Analisis de expresion transcripcional

Extraccion de ARNm total

De todas las muestras de musculo esquelético previamente congeladas en 1 ml de
TRIzol a -80°C, se extrajo el ARNm total siguiendo un protocolo basado en crear un
gradiente de concentracion con TRIzol y cloroformo.

Primero, las muestras se descongelaron en hielo. Una vez estando completamente
descongeladas, se pasaron a tubos estériles para su posterior homogenizacion que
se realizd por 12 segundos con ayuda de un homogeneizador motorizado
(POLYTRON PT 10/35, Kinematica). Se transfiri6 el homogenizado a tubos de 1.5
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ml y se agregaron 200 ul de cloroformo (Sigma-Aldrich), dejandolos en reposo por
5 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,500 rpm por 15
minutos a 4°C, resultando en la separacion de la muestra en tres fases. Se recuper6
cuidadosamente, sin tocar la fase intermedia, el sobrenadante que contiene el RNA.
A continuacién, se agregaron 700 ul de isopropanol grado biologia molecular
(Sigma-Aldrich) en cada muestra y se dejé en reposo por 10 minutos en hielo. Se
centrifugaron las muestras a 12,500 rpm por 10 minutos a 4°C.

Posteriormente, se descartd el sobrenadante para conservar solamente la pastilla
en el fondo del tubo. Se realizaron lavados a cada una de estas pastillas agregando
1 ml de etanol al 75% de grado biologia molecular (Millipore), previamente
refrigerado a -20°C, e inmediatamente se centrifugd a 8500 rpm por 5 minutos a
4°C. Este paso de lavado se repitid 3 veces.

Posterior al ultimo lavado, se retir6 por completo el etanol del tubo, y las muestras
se dejaron secar por 60 minutos a temperatura ambiente en una campana de flujo
laminar. Una vez completamente seco, se resuspendio la pastilla en 100 pyl de agua

desionizada pretratada con DEPC al 0.1%. Las muestras se congelaron a -80°C.

Cuantificacion de ARN y retrotranscripcién

Mediante el espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), se determind la
cantidad y pureza del ARN obtenido de las muestras de tejido muscular. Se colocé
1 pl de muestra sobre el lector del equipo y se realizé la lectura de absorbancia a
260 nm y 280 nm. Solo se tomaron en cuenta las muestras que mostraron un
cociente 260/280 mayor a 1.8 y una concentracién de ARN total mayor a 100 pg/ul.
El ARN se retrotranscribi6 a ADNc usando el estuche de reactivos Reverse
Transcription (Invitrogen) siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los
reactivos y concentraciones usadas se especifican en la siguiente tabla. El volumen
de la reaccion final fue de 20 ul.

Reactivo Volumen

Buffer RT 5x
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DTT (0.1%)
dNTP Mix 10 mM

Transcriptasa Reversa MuLV

Oligo dT
Random Primers
ARN (1000 ng) + Agua DEPC (0.1%)

Los tubos con la reaccion se colocaron en un termociclador (GeneAmp PCR System
2400, Applied Biosystems) siguiendo el siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 90

minutos a 37°C y 30 minutos a 4°C. Este ciclo se repitié dos veces.

qRT-PCR

Se evalud la expresion relativa del ARNm del gen InsR que codifica para el receptor
de insulina. Para esto, las muestras de ADNc se sometieron a la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), en un termociclador cuantitativo y en tiempo real (qRT). Las
reacciones se prepararon siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante del
reactivo SYBR Green (Applied Biosystems). Los volumenes y reactivos usados se

detallan a continuacién e indican los valores usados por cada tubo de reaccion.

Reactivo Volumen
Master Mix SYBR Green
cDNA (muestra)

Oligonucleétido sentido

Oligonucleétido anti-sentido
Agua DEPC (0.1%)

Este

consto de una n = 7

experimento
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para el grupo no gestante y una n = 12 para el grupo gestente, ademas se
prepararon triplicados de cada muestra.

Cada tubo con la reaccion se coloco en el equipo StepOne Real-Time PCR System
(Thermo Fisher) y se sometieron a 40 ciclos de reaccion. El programa del equipo
determind automaticamente para cada gen el valor Ct, que indica el nUmero de ciclo
umbral en el que el equipo detecta senal de amplificacion.

Los oligonucleétidos usados como cebadores fueron sintetizados en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Es importante resaltar que los oligonucleétidos para amplificar la secuencia el
ARNm del gen InsR se disefiaron para amplificar especifica y exclusivamente la
isoforma B de este gen, la cual contiene el exdn 11, a diferencia de la isoforma A.
Fue necesario tomar esta consideracion ya que solo la isoforma B es de interés,
pues es esta la que participaria en el fendmeno metabdlico que se esta estudiando.
La expresion relativa del ARNm de InsR fue analizada usando el método de doble-
delta-Ct (AACt), que revela el cambio en la expresidon del ARNm de interés, relativo
a la expresion de un gen de referencia usado como control interno. En este caso se
uso el gen que codifica para B-actina.

Las secuencias usadas para los oligonucleétidos son las siguientes:

ARNmM oi S
| O H ) N ]
NCBI Reference : Secuencia (5’ — 3) C)

Amplicon
(pb)

ACCTCTTCAGGCAATGGTGC

InsR Sentido

153
NM_001330056.1 -
Anti- | o CTGTGCTCCTCCTGACTTG | 60.04
sentido
B-actina Sentido | CCACCATGTACCCAGGCATT | 62.00 .

NM_007393 Anti-

: AGGGTGTAAAACGCAGCTCA | 60.02
sentido
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Analisis de expresion traduccional

Extraccion de proteina total

El tejido muscular en congelacién se homogenizo6 en buffer de lisis (HEPES 50 mM,
KCI 50 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1%, pH 8.0) complementado
con inhibidor de proteasas y fosfatasas (MiniComplete, Roche), y con ayuda de un
homogeneizador mecanico (POLYTRON PT 10/35, Kinematica).

El homogenizado se centrifugd a 12,500 rpm por 45 minutos, para después
recuperar cuidadosamente el sobrenadante, el cual fue almacenado a -80°C hasta

el dia de su uso.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Posterior a la lisis del tejido, se sigui6 el método de Bradford para determinar la
concentracion de proteina total en los homogenizados, usando el kit Protein Assay
(Bio-Rad Laboratories). Se prepar6 una curva estandar con albumina bovina sérica
(BSA, Sigma-Aldrich) en un rango de 0 a 12.5 pyg/mL.

Se toméd 1 pyL de muestra y se diluyé en 799 uL de agua desionizada, para después
agregar 200 pL de reactivo de Bradford e incubar por 5 minutos. Con ayuda de un
espectrofotometro se midi6 la absorbancia de las muestras y la curva estandar a
una longitud de onda de 595 nm. Con los valores de la curva estandar de albumina
se hizo una regresién lineal que arroj6é una ecuacion para calcular la concentracion
de proteina en las muestras homogenizadas a partir del valor de absorbancia

obtenido.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Mediante la separacion de proteinas de las muestras homogenizadas por la técnica
de electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior inmunodeteccion, técnica
también conocida como Western Blot, se analizd la expresidén relativa de las

proteinas de interés: IR-B, p-IR-p e IR-B’ (receptor de insulina total, su forma
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fosforilada y su forma trunca, respectivamente). Para este experimento se usé una
n = 8 para el grupo no gestante, asi como para el grupo gestante.

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 10% (bis-acrilamida 30%, SDS 10%,
Tris 1.5 M pH 8.8, persulfato de amonio 10%, TEMED). Una vez conocida la
concentracion de proteinas en los homogenizados, se prepard el volumen de
muestra necesario para cargar 100 yg de proteina. Este volumen se resuspendio
en buffer de carga (Tris-HCI 1 M pH 6.8, SDS 10%, azul de bromofenol 0.01%,
glicerol 10% y pB-mercaptoetanol 14.3M) y agua desionizada, para posteriormente
poner las muestras en tubos de 1.5 mL en un tanque de agua en ebullicion por 5
minutos. Como marcador de peso molecular se utilizd el producto Precision Plus
Protein Dual Color (Bio-Rad Laboratories). La electroforesis de las muestras se
realiz6 usando una camara electroforética con buffer de corrida (Tris-base 50 mM,
glicina 190 mM, SDS 10%), primero a 80 V por 30 minutos y después a 120 V por 2
horas mas.

Una vez concluido el tiempo de corrida, se realiz6 la electrotransferencia de las
proteinas desde el gel de acrilamida, a membranas de nitrocelulosa, usando una
camara de transferencia con buffer de transferencia (Tris-base 48 mM, glicina 39
mM, metanol 20 %, SDS 10%) y aplicando una corriente a 120 V por 90 minutos. Al
terminar. Las membranas fueron lavadas en solucion TBS-Tween (Tris-base 50 mM,
NaCl, Tween 0.1%, pH 7.6) dos veces durante 5 minutos, para después ser
inbcubadas en solucién de rojo de Ponceau (Sigma-Aldrich), que ratificé la correcta
transferencia de proteinas a la membrana. Para destefiir las membranas, se lavaron

de nuevo con TBS-Tween 0.1% hasta que la tincién fue removida.

Inmunodeteccion

Para detectar las proteinas de interés, se hizo uso de anticuerpos especificamente
afines estas proteinas. Sin embargo, para evitar uniones inespecificas, las
membranas fueron bloqueadas al ser incubadas en solucion de bloqueo (Tris-base
50 mM, NaCl, Tween 0.1%, BSA 5%, pH 7.6) durante dos horas a temperatura

ambiente. Una vez finalizado el bloqueo, las membranas se incubaron con los
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anticuerpos primarios enlistados en la siguiente tabla, durante 24 horas en
refrigeracion a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas en agitacion con
TBS-Tween 0.1% tres veces durante 5 minutos y se incubaron por 1 hora a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes, también
enlistados a continuacion. Una vez mas, las membranas fueron lavadas en agitacion
con TBS-Tween 0.1% tres veces durante 5 minutos.

El anticuerpo secundario contiene la enzima HRP, por lo que para deteccion de las
bandas donde el anticuerpo se unid, se utilizé el estuche de reactivos Immobilon
Western (Millipore Corp), el cual cataliza una reaccion quimioluminiscente que se
revela como una banda brillante, detectable con el equipo Fusion FX (Vilber).
Fotografias de las bandas fueron tomadas en colores inversos y la densitometria

Optica de las bandas fue cuantificada usando el programa ImagedJ (NIH).

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Marca Diluci6n | Peso Molecular

: Santa Cruz . IR-B: 95kDa
RO Biotechnology 1:1000 IR-B’: 45kDa
Anti-phospho-IR-p (Tir1150) Bi?géf"%‘:fg y 1:2000 95kDa
Anti-a-tubulina Santa Cruz 1:2000 55kDa
Biotechnology

Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Marca Dilucion

Cell Signaling

Anti-mouse IgG, HRP Technology

1:10,000

Analisis Estadistico

Para realizar el analisis estadistico, se us6 el programa Prism 8.0 (GraphPad
Software). La prueba estadistica aplicada para determinar diferencias significativas
entre nuestros grupos de estudio fue la prueba t-Student, ya que los datos siempre
mostraron una distribucion normal, determinada por la prueba Shapiro-Wilk.

Para determinar significancia estadistica en el analisis, se consideré un p valor
menor a 0.05 (p<0.05).
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RESULTADOS

Sensibilidad a la insulina en el dia 17 de la gestacion

Con el fin de determinar si durante el final de la gestacion existe una alteracion en
la sensibilidad a la insulina en ratonas en estado de no ayuno, se realizaron
experimentos de sensibilidad a la insulina en ratonas en el dia de 17 de la gestacion,
que fueron comparados con los datos obtenidos de ratonas no gestantes de la
misma edad (a partir de aqui, el grupo control). El valor promedio de concentracion
de glucosa plasmatica en el minuto O (previo a la inyeccién) fue de 126 mg/dl para
el grupo control y de 116 mg/dl para el grupo gestante, mientras que en el minuto
30 posterior a la inyeccion de insulina, los valores promedio fueron de 70 mg/dl para
el grupo control y de 83 mg/dl para el grupo gestante. Los valores obtenidos se
encuentran reportados en la Tabla 1.

Disminucién de

Concentracion de glucosa plasmatica (mg/dl
° i el glucosa plasmatica (%)

No. Ratona No Gestantes Gestantes No Gestantes Gestantes
Minuto 0 Minuto 30 Minuto 0 Minuto 30 Minuto 30 Minuto 30

1 136 74 133 128 45.59 3.76

2 125 56 144 92 55.20 36.11

3 150 79 124 112 47.33 9.68

4 116 62 78 89 46.55 -14.10

5 109 78 134 108 28.44 23.13

6 118 75 118 76 36.44 35.59

7 131 74 110 84 43.51 23.64

8 126 70 121 73 44.44 39.67

9 128 64 115 64 50.00 44 35

10 110 90 18.18

11 106 64 39.62

12 122 59 51.64

13 107 65 39.25

14 112 65 41.96

PROMEDIO 126.56 70.22 116.71 83.14 4417 28.03

Tabla 1. Concentraciones de glucosa plasmatica. Valores de
concentracion de glucosa plasméatica obtenidos antes de la inyeccidon de
insulina (1 Ul/kg) y 30 minutos después; se reportan valores absolutos y
porcentaje de disminucion de glucosa plasmatica respecto a la
concentracion inicial. NOTA: La discrepancia entre el nUmero de ratonas
usadas para cada grupo experimental, se debe a que el desarrollo de
resistencia a la insulina durante la gestacion es variable entre individuos,
asi que para encontrar una diferencia significativa, es necesario contar
con un grupo experimental mas amplio para el grupo gestante.
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La diferencia en la disminucién promedio de la concentracion de glucosa plasmatica
en respuesta a una dosis de insulina entre ambos grupos se presenta en la figura
1. En el grupo control, la concentracion de glucosa plasmatica al minuto 30
disminuye en promedio un 45% respecto a la concentracion inicial en el minuto 0,
mientras que en el grupo gestante se observa una disminucion del 28%. Claramente
la concentracion promedio disminuye en menor proporcién para el grupo gestante
respecto al grupo control.

Estos resultados demuestran que existe un 17% mas de resistencia a la insulina en
ratonas al dia 17 de gestacion, comparado con ratonas de la misma edad no

gestantes.
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Figura 1. Disminucion de la concentracion de glucosa plasmatica.
Las barras en la grafica representan el promedio porcentual de la
concentracion de glucosa plasmatica y como disminuye respecto al valor
de concentracion inicial antes de la inyeccion de insulina, el cual
representa el 100%. No gestantes (n=9), gestantes (n=14). Las barras
muestran el error estandar. Prueba t de student (p < 0.05)
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Expresion del ARNm del receptor de insulina en musculo

Se analizd por la técnica de RT-PCR la abundancia del ARNm del receptor de
insulina, el cual es el primer paso en la transduccién de la sefal de la insulina. Los
datos se normalizaron con la expresion del ARNm de B-actina que fue usado como
gen de referencia. El analisis mostré6 un promedio de 1.06 U.A. (Unidades
Arbitrarias) de expresion en el musculo de ratonas gestantes, relativa al grupo no
gestante. La prueba estadistica t-student no mostr6 una diferencia signficativaen

estos resultados.
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-
(3,
|
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Expresién del gen IR-B normalizada
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o
(=)

Figura 2. Expresion del ARNm de IR-B. Analisis por RT-PCR de la
expresion total del ARNm de la isoforma B del gen InsR en muestras de
musculo de ratonas en el dia 17 de la gestacion y no gestantes. No
gestantes (n=7), gestantes (n=12). Las barras muestran el error
estandar. Prueba t de student: no significativo.
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Expresion de proteina total del receptor de insulina en musculo

Mediante la técnica de Western Blot, se evalud la expresién de proteina total del
receptor de insulina, usando anticuerpos para detectar la cadena 3 del receptor que
tiene un peso aproximado de 95 kDa. Los datos se normalizaron con la expresién
de la proteina de referencia a-tubulina, con un peso aproximado de 55 kDa. El
analisis mostré un promedio de 4958 + 401 D.O. (unidades de Densidad Optica) en
el grupo gestante y un promedio de 4191 + 431 D.O. en el grupo control. La prueba
estadistica t-student no mostr6 una diferencia estadisticamente signficativa en estos

resultados.
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Figura 3. Expresion de proteina total de IR-.

Andlisis por Western Blot de la expresidon de proteina total de la cadena
B del receptor de insulina en muestras de musculo de ratonas no
gestantes y en el dia 17 de la gestacidon y. No gestantes (n=7), gestantes
(n=12). Las barras muestran el error estandar. Prueba t de student: no
significativo.
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Fosforilacion del receptor de insulina en musculo

Mediante la técnica de Western Blot, se evaluaron los niveles de fosforilacion del
receptor de insulina, usando anticuerpos para detectar la cadena 3 del receptor
fosforilada en el residuo Tir1150 especificamente, la cual tiene un peso aproximado
de 95 kDa. Los datos se normalizaron con la expresion de la proteina de referencia
a-tubulina, con un peso aproximado de 55 kDa. El analisis mostr6 un promedio de
4254 + 882D.0. en el grupo gestante y un promedio de 2791 +419 D.O. en el grupo
control. La prueba estadistica t-student no mostrdé una diferencia significativa en

estos resultados.
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Figura 4. Fosforilacion de IR-.

Analisis por Western Blot de la expresidén la forma fosforilada en el
residuo Tir1150 de la cadena 3 del receptor de insulina, en muestras de
musculo de ratonas no gestantes y en el dia 17 de la gestacion. No
gestantes (n=7), gestantes (n=12). Las barras muestran el error
estandar. Prueba t de student: no significativo.
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Expresion del receptor de insulina truncado en musculo

Se evalud la expresion proteica de la forma truncada del receptor de insulina,
usando anticuerpos para detectar la cadena 8, que revelan la forma truncada del
receptor con un peso aproximado de 45 kDa. Los datos se normalizaron con la
expresion de la proteina de referencia a-tubulina, de peso aproximado de 55 kDa.
El analisis mostré un promedio de 24,610 + 3043 D.O. en el grupo control y un
promedio de 39,483 + 4911 D.O. en el grupo gestante. En la figura 5, podemos ver
representado este aumento promedio del 60% (A 14,873 D.O.) en el grupo gestante,
respecto al grupo control. La prueba estadistica t-student mostré una diferencia
significativa, demostrando que existe una mayor abundancia de la forma truncada

del receptor de insulina en el musculo esquelético de ratonas gestantes, comparada

con el grupo no gestante.
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Figura 5. Expresion de la forma trunca IR-§'.

Analisis por Western Blot de la expresidn la forma truncada del receptor
de insulina, en muestras de musculo de ratonas no gestantes y en el dia
17 de la gestacién. No gestantes (n=7), gestantes (n=12). Las barras

muestran el error estandar. Prueba t de student (p < 0.05).
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DISCUSION

Durante el ultimo tercio de la gestacion, existe una alta demanda de nutrientes de
parte del feto. Por lo tanto, resulta necesario para la madre desarrollar mecanismos
que mantengan satisfechos estos requerimientos nutricionales. Se ha propuesto
que el desarrollo de resistencia a la insulina durante el ultimo tercio de la gestacion
funciona como un mecanismo adaptativo, en donde la sensibilidad a la insulina de
la madre se ve disminuida, lo cual provoca cambios metabdlicos que garantizan el
suministro adecuado de carbohidratos al feto. (Sonagra AD, 2014)

El estudio a nivel molecular de este fendmeno ha revelado que multiples elementos
de la via de senalizacion de la insulina, pueden estar participando en el desarrollo
de resistencia a la insulina gestacional, sin embargo, los mecanismos exactos
detras de este evento aun son poco claros.

Uno de los potenciales elementos clave en modelos de resistencia a la insulina ha
sido el receptor de insulina, pues este es sensible a regulacién a diferentes niveles:
transcripcional, traduccional, y mediante modificaciones post-traduccionales, como
la fosforilacidn y la escisidn proteolitica. Esto lo convierte en un blanco regulatorio
de la via de senalizacion de la insulina, cuya alteracién puede conducir al desarrollo
de resistencia a la insulina. Por lo tanto, los resultados de este estudio proponen al
receptor de insulina como un posible nodo regulatorio participe en el desarrollo de
resistencia a la insulina al dia 17 de gestacion en el musculo esquelético de ratonas
de la cepa C57/BL6.

Primeramente, los resultados obtenidos mediante los ensayos de sensibilidad a la
insulina (Figura 1) corroboraron hallazgos previos y validé nuestro modelo de
resistencia a la insulina gestacional, ya que el grupo de ratonas gestantes mostr6
una disminucién en la respuesta hipoglucemiante estimulada por la administracién
de 1UIl/kg de insulina humana, mostrando en promedio una disminucion del 28% de
la concentracién inicial de glucosa, mientras que en el grupo no gestante disminuy6
en promedio un 45%, demostrando asi la presencia de resistencia a la insulina en

el grupo gestante.
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Ya que este estudio propone que el receptor de insulina podria estar participando
en este fendmeno de resistencia a la insulina en la gestacion, los experimentos se
enfocaron en evaluar la regulacién del receptor de insulina a distintos niveles. El
analisis de la expresion del ARNm de la isoforma B del receptor de insulina (Figura
2) reveld que no existen diferencias entre el grupo gestante y el grupo no gestante,
por lo que una desregulacién a nivel transcripcional fue descartada. Al evaluar la
expresion de la proteina total de la cadena B del receptor de insulina (Figura 3), no
se encontré cambio en el grupo gestante cuando fue comparado con el grupo no
gestante, sugiriendo que al menos los niveles de proteina de la cadena  no se
alteran, ni forma parte de un mecanismo participe en la resistencia a la insulina
gestacional.

Previamente ha sido ampliamente demostrado que el receptor de insulina es
altamente sensible a regulacién por fosforilacion, pues su activacion e inactivacion
dependen de estas modificaciones post-traduccionales (Wei L, 1995). Ademas, se
ha reportado que pacientes con diabetes gestacional exhibieron una disminucién en
la fosforilacion del receptor de insulina en residuos de tirosina en el musculo
esquelético, indicando una menor activacion de éste (Chu YL, 2014).
Consecuentemente, se decidi6 evaluar la abundancia de el receptor de insulina en
su forma fosforilada, especificamente en el residuo de tirosina 1150, la cual se
considera como una forma activa. Los resultados mostraron que no existe diferencia
significativa en este andlisis (Figura 4), por lo que la activacién del receptor de
insulina parece no estar alterada durante la gestacién. Estos resultados contrastan
con los obtenidos por Saad et. al. (1997), en donde se encontr6 que ratas al dia 20
de gestacidén, mostraron una disminucién del 30% en los niveles de fosforilacidén del
receptor de insulina, respecto al grupo de ratones virgenes. Aunque ambos estudios
fueron realizados en roedores, los experimentos en esta tesis fueron realizados en
ratones, mientras que Saad e. al. trabajaron con ratas, por lo que es posible que la
diferencia entre especies explique la discrepancia en los resultados reportados.

Ya que nuestros experimentos no mostraron diferencia significativa, es posible que

la discrepancia se deba a diferencias técnicas experimentales, pues ellos utilizaron
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un anticuerpo que determina el estado fosforilado de una proteina sin ser especifico
en el sitio de fosforilacidbn, mientras que nuestro estudio usé un anticuerpo que
detecta la fosforilacion especifica del sitio Tir1150.

Finalmente, se evalud la abundancia de la forma trunca o soluble del receptor de
insulina (Figura 5). Esta forma es el resultado de la escisidén del receptor de insulina
por accion de calpainas, enzimas activadas en respuesta a diversos estimulos que
realizan cortes proteoliticos en el receptor cuando este se encuentra ensamblado
como un heterotetramero y embebido en la membrana celular (Yuasa T, 2016). El
grupo de ratonas gestantes mostr6 una mayor abundancia de esta forma trunca. En
comparacién al grupo no gestante, exhibié un aumento aproximado del 62%. Este
hallazgo concuerda con reportes previos que demuestran la existencia de una
correlaciéon inversa entre la abundancia de la forma trunca del receptor de insulina
en plasma y la sensibilidad a la insulina del individuo (Yuasa T, 2016), sugiriendo
asi que un aumento en la escision del receptor de insulina podria estar regulando
negativamente la sefalizacion de la insulina en el musculo esquelético de ratonas
gestantes.

Debido a que la forma trunca del receptor de insulina fue la Unica en este estudio
que mostr6 estar significativamente aumentada en el grupo gestante, resulta
necesario comprobar en estudios a futuro si la escision del receptor de insulina se
encuentra alterada. Para comprobarlo, se podria evaluar la expresion y activacion
de las calpainas responsables de la escision del receptor de insulina, las enzimas
BACE-1 y y-secretasa (Meakin PJ, 2018). También, ya que, al realizarse los cortes
proteoliticos, parte del receptor de insulina queda en el espacio extracelular,
resultaria interesante evaluar los niveles de la forma trunca del receptor en plasma
de ratonas gestantes, y buscar si existe correlacidbn entre estos valores y la
sensibilidad a la insulina de estas ratonas.

Aunque se sugiere que el corte del receptor de insulina esta asociado con la
resistencia a la insulina en nuestro modelo in vivo, el mecanismo exacto que
contribuye a este fenbmeno es desconocido. Existen dos posibles mecanismos: que

el corte del receptor de insulina disminuya la abundancia del receptor sobre la
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superficie de la membrana celular y, por lo tanto, disminuya la amplificacion de la
senal de la insulina. Por otro lado, es posible que la subunidad soluble del receptor
de insulina, producto del corte proteolitico, quede libre en circulacion sanguinea y
este sea capaz de unir moléculas de insulina, disminuyendo la cantidad de insulina
libre en sangre, la cual es su forma activa. Este Ultimo mecanismo ha sido
comprobado en un modelo previo de resistencia a la insulina (Hiriart M, 2014).

Finalmente, gracias a los avances en el estudio de la resistencia a la insulina
gestacional, es importante considerar este evento fisiologico como un fenédmeno
multifactorial y, por lo tanto, puede haber multiples factores involucrados en su
establecimiento. Un ejemplo potencial son las proteinas substrato del receptor de
insulina, IRS-1 e IRS-2, que se ha demostrado son importantes coordinadores
metabdlicos en el musculo esquelético (Long YC, 2016), ademas de que han sido
sefaladas como participes en el desarrollo de distintos modelos de resistencia a la
insulina. Especificamente, fosforilaciones en residuos de serina han sido asociadas
con la resistencia a la insulina presente en tejido adiposo durante la Ultima etapa de
la gestacion (Sevillano J, 2007), por lo que es altamente probable que un
desequilibrio en los niveles de fosforilacion en sitios especificos de las proteinas
IRS, tengan un impacto en el desarrollo de insulinorresistencia en el musculo
esquelético durante la gestacion. De esta manera, no descartamos la participacion
de otros mecanismos inhibitorios en el desarrollo de resistencia a la insulina durante

la gestacion.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos al medir la concentracion de glucosa plasmatica 30
minutos después de una inyeccion de insulina, en ratonas en el dia 17 de
gestacion, confirmaron la presencia de resistencia a la insulina durante este

periodo.

En el musculo esquelético:

Los niveles de transcripcion de la isoforma B del receptor de insulina (IR-B)
no se ven modificados durante la gestacion.

La expresion de la proteina total de la cadena B del receptor de insulina (IR-
B) en ratonas gestantes no cambia en comparacién al grupo no gestante.
Los niveles de fosforilacion en el residuo de tirosina 1150 de la cadena 3 del
receptor de insulina (p-IR-B) no mostraron cambios en el grupo gestante al
comparar con el grupo no gestante.

La abundancia de la forma trunca del receptor de insulina (IR-B’) esta
aumentada en ratonas gestantes, lo cual se asocia con el aumento en la

resistencia a la insulina observado en este grupo.
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