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INTRODUCCIÓN 

! INSULINA 

La insulina es una honnona esencial en la regulación del metabolismo y del 

crecimiento, la falta de ésta es incompatible con la vida de los vertebrados. Esta 

hormona peptídica es sintetizada en las células beta pancreáticas (Devaskar y 

cols. 1994, Giddings y cols. 1985). La insulina es una proteina pequer'la con un 

peso molecular aproximadamente 6000 kDa; es una proteína dimérica, la cadena 

A (21 aa) y la cadena B (30 aa) se encuentran unidas por puentes disulfuro 

intermoleculares (figura 1 ). La proteína es sintetizada como un precursor de 

cadena simple, denominado pre-pro-insulina. En su procesamiento para 

transformarse en la molécula activa pierde dos diferentes segmentos para 

convertirse finalmente en la hormona madura (ver detalles en sección 1.3). La 

insulina madura es almacenada en gránulos secretores cuya liberación responde 

al estímulo de glucosa y otros nutrimentos, así como a señales hormonales, 

neuronales y autócrinas (Henquin, 1994). 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos de la insulina. 



Los efectos de la insulina sobre sus tejidos blanco son anabólicos (Pickup y 

Goseth, 1997). Esta actúa a través de un receptor tipo tirosina cinasa que por 

medio de una serie de fosforilaciones intracelulares produce su acción (Pickup y 

Goseth, 1997). 

1 1. ESTRUCTURA DEL GEN. 

La estructura de la insulina y los genes que la codifican se han conservado a 

través de la evolución, reflejando su importancia en la regulación del metabolismo 

(Pickup y Goseth. 1997). Está conformada de tres exones y dos intrones (Bell y 

cols. 1980). En el exón 1 está localizada la región s· no traducible del gen. El 

exón 2 contiene secuencias que codifican para el péptido señal. la cadena B de la 

insulina y una parte del péptido C. mientras que el exón 3 codifica para el resto del 

péptido C, la cadena A de la insulina y secuencias 3' no traducibles (ver figura 2). 

La longitud y la secuencia de los intrones es altamente variable entre especies. 

sin embargo la longitud relativa (el intrón 1 es generalmente más corto que el 

intrón 2) y la posición (el intrón 1 se localiza en la región 5' no traducible y el 

intrón 2 interrumpe el gen entre el primer y segundo nucleótidos del codón del 

aminoácido 17 del péptido C) son altamente conservadas. El gen de la insulina 

está presente como una sola copia en muchos vertebrados incluyendo al hombre. 

sin embargo en la rata y el ratón, existen dos genes de la insulina. no alélicos. el 

tipo 1 y el tipo 11, que son sintetizados casi en la misma proporción 52%. 48% 

respectivamente (Lomedico y cols .. 1979; Wentworth y cols.1986). El intrón 2 está 

ausente en el gen 1 de la rata y el ratón. Los genes 1 y 11 de la insulina de rata, se 

encuentran separados uno del otro por 100, 000 Kb en el cromosoma 1 (Soares 

y cols. 1985). mientras que en humanos el gen que la codifica, esta localizado en 

el brazo corto del cromosoma 11 y tiene una longitud de1355 pares de bases 

(Pickup y Goseth, 1997). 
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La mayor parte de los estudios sobre la estructura del gen de la insulina se han 

llevado a cabo en los genes 1 y 11 de insulina de rata, y en menor medida en el gen 

del humano. 

El gen 1 surge del gen ancestral (tipo 11) por un evento de transcripción mediado 

por una duplicación del ARN. El transcrito de ARN involucrado se inició desde un 

sitio secuencia arriba del promotor normal fisiológico del gen tipo 11 de la insulina, 

así, el gen 1 es homologo al 11 en cerca de 500 pares de bases secuencia arriba 

del inicio de la transcripción (Soares y cols. 1985). 

Gen de la insulina humano 

In 1 ln2 

E3 

Figura 2. Estructura del gen de la insulina (tomado de Clark y Docherty, 1992). 
Disposición de los exones E1-E3 y los intrones (In). Las regiones de la 
preproinsulina, son: P, B, C y A, son el péptido señal, cadena B de la insulina, 
péptido C, y cadena A de la insulina respectivamente. 
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1 1.1. PROMOTOR. 

Como otros muchos promotores, el promotor del gen de la insulina posee una 

secuencia conservada, la caja TATA (caja o elemento E1), localizada 20 a 30 

nucleótidos cadena arriba del inicio de la transcripción. A esta secuencia se le une 

el factor FllD que marca el sitio de iniciación. (Karlsson y cols. 1987). 

Múltiples estudios sobre Ja expresión de estos genes (revisados por German 

1996) han demostrado que existen en el promotor del gen elementos críticos para 

su expresión tejido específica. A pesar de la gran homología entre las especies. 

existen diferencias entre estos elementos. 

1 1.2. Genes de insulina de la rata: 

La región promotora de los genes de insulina de rata y ratón está constituida 

aproximadamente por 400 pares de bases y se localiza en la región 5' río arriba al 

sitio de inicio de la transcripción. Estas secuencias dirigen el inicio correcto de la 

transcripción de la ARN polimerasa (Walker y cols. 1983), limitan su expresión 

tejido específica (Cordle y cols.1991 ). y regulan la transcripción en respuestas 

fisiológicas. 

Elementos E: Una de las secuencias claves de la expresión de la insulina 

consiste en 8 pares de bases con secuencias 5'-GCCATCTG-3'. Estas 

secuencias corresponden a una clase de reguladores denominados elementos o 

cajas E, los cuales tienen una secuencia consenso CANNTG y se sabe que están 

involucrados en la regulación tejido especifica tanto en el páncreas como en otros 

tejidos como músculo y tejido linfático. El gen 1 de rata posee dos elementos E en 

tanto que el gen de la rata 11 solo posee uno. La célula beta contiene varias 

proteínas nucleares pertenecientes a los factores transcripcionales hélice-asa­

hélice (HLH), que se unen a los elementos E. Estas proteínas poseen un dominio 



capaz de formar dos hélices anfipaticas separadas por una estructura en forma 

de asa y se localizan al lado de dominios basicos. El dominio hélice-asa-hélice 

esta involucrado en la dimerización entre las proteinas HLH. rr>ientras que los 

dominios básicos participan en la unión al DNA del sitio regulador. La secuencia 

de las cajas o elementos E se une al factor 1 aumentador de la insulina (IEF-1) 

que está presente en las células 11 y u del pancreas. en las células de la 

pituitaria. pero esta ausente en células no endocrinas. En este caso IEF1 

representa un importante factor de transcripción de las células JI (Ohlsson y cols. 

1988). 

Elementos A: Otros elementos esenciales en la transcripción del gen de la 

insulina son los elementos A. un grupo de secuencias de adenina-timina (TAAT). 

El promotor del gen 1 de la insulina de rata posee cuatro de estos elementos, en 

tanto que el gen 11 solo posee tres. careciendo del más distal de ellos. Los 

elementos A son de gran importancia para la expresión de genes de la célula 

beta y el islote. El factor transcripcional STF1 (también conocido como IDX-1. IPF-

1 o pdx-1) es una proteína de homodominio perteneciente a la familia de factores 

transcripcionales hélice-alfa-hélice que se unen a los elementos A. Este factor 

transcripcional es critico en el desarrollo del islote pancreático, su carencia o 

mutaciones en éste durante la gestación dan como resultado la falta de desarrollo 

del islote (Jonsson y cols. 1994). Se han caracterizado otros factores de 

transcripción que se unen a estos elementos A y que tienen en común 

"homeodominios ". Estas proteínas incluyen: lsl; cdx-3; lmx-1; HNF1u; IEF2 y 

UIF-1 estando este último presente únicamente en las células JI; y el factor C1 que 

puede ser importante en la respuesta del gen de la insulina a la estimulación con 

glucosa (Clark and Docherty, 1992). 

La caja E2 y la caja A 1 funcionan sinérgicamente. Ninguna de las dos puede 

funcionar s~la, se requiere de ambas para aumentar la actividad transcripcional, 
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'constituyéndose en lo que se ha llamado un mini aumentador E2/A 1. (Karlsson y 

cols. 1989). 

Otras secuencias que pueden jugar un papel importante en la regulación de la 

transcripción del gen tipo 1 de la insulina, incluyen a la caja G1 (-57 a -40). la cual 

se une a las ampliamente distribuidas proteínas con dedos de zinc (Pur-1) y un 

núcleo aumentador situado entre -285 a -332. que se conoce como el "footprint" 

E 1. Así mismo el gen 1 de la insulina de rata (y en posición equivalente al gen 11 y 

al gen humano) existe un elemento de respuesta a AMPc (CRE) en la posición -

184 a -177.(Philippe and Missotten. 1990). 

Una proteína especifica de las células p, se une en la región del promotor y una 

:proteína ubicua relacionada con el factor de transcripción COUP ( por sus siglas 

·en ingles; chiken ovalbumin upstream protein) se une en la posición -54 a -45. El 

papel de estas proteínas y la naturaleza de las diferencias entre los promotores de 

los genes de insulina de rata permanecen sin esclarecerse (Crowe y cols. 1989) 

1 1.3. Gen de insulina del humano: 

A pesar de su homología con los genes 1 y 11 de rata. en particular con el primero 

existen varias diferencias. La característica más importante radica en un 

elemento polimórfico repetitivo. ILPR. Esta secuencia puede encontrarse de una 

a varias copias y sirve como marcador genético. ILPR se encuentra compuesto 

por una repetición de 14 pares de bases de secuencia ACAGGGGTGTGGGG en 

posiciones posteriores a -880 pb. Esta región posee actividad transcripcional 

posiblemente producida a través de cambios conformacionales que facilitan la 

lectura del gen. a mayor número de repeticiones de ILPR. mayor actividad 

transcripcional (Kennedy y German 1996). 

Otra diferencia importante entre los genes de rata y el humano es un elemento 

inicialmente descrito de regulación negativa. que se encuentra alrededor de la 
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posición -270 ria arriba del sitio de inicio de la transcripción. Este elemento fue 

descubierto por Boam y colaboradores en 1990, quienes encontraron que la 

deleción de los nucleótidos -279 a -258, causaba un gran incremento (25 veces) 

en la transcripción del gen de insulina y lo designaron como región regulatona 

negativa o NRE. 

Este sitio de regulación negativa puede estar involucrado tanto en la regulación de 

la expresión del gen de la insulina como en la respuesta a señales externas como 

hormonas (Welsh M, 1989; Dohcherty and Clark, 1994 ). Goodman y colaboradores 

en 1996, encontraron que la región NRE es también capaz de unirse a el 

receptor de glucocorticoides (GR). Sin embargo, resulta interesante señalar que 

cuando la región NRE es transfectada en cultivos primarios de islotes, y no en 

líneas celulares, el elemento NRE posee una regulación positiva (Sander y cols. 

1998) y los glucocorticoides producen un aumento en su actividad (Fernández­

Mejia 1996). Este descubrimiento. aunado a otras observaciones (ver más 

adelante), indica que la acción de la región NRE depende de los factores 

transcripcionales presentes en la célula. 

Otros sitios reguladores probables en el promotor del gen humano de la insulina. 

han sido detectados por estudios de unión de proteínas y son las siguientes: La 

secuencia -167 a -221, contiene dos sitios de respuesta a AMPc (CRE 1 y 

CREll) (lnagaky et al. 1992). En todas las lineas celulares probadas existen 

proteinas nucleares que se unen a esta región. 
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1 1.4. INTRONES 

Los intrones además de ser responsables del procesamiento del ARNm inmaduro, 

han demostrado ser capaces de modular la expresión de genes (Bre1bart y cols. 

1987). En el gen de insulina existen secuencias localizadas en el primer intron que 

regulan la expresión tejido especifica del gen de insulina (Damert y cols. 1996) y 

en el caso del gen humano. responden al efecto del AMPc (lnagaki y cols. 1992). 

Como se señaló anteriormente. la diferencia más importante entre el gen 1 y 11 de 

la rata y el ratón radica en la falta del intrón 2 en el gen l. 

1 2. REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN. 

El control a largo plazo de la producción de insulina está mediado por los cambios 

en la transcripción del gen; de esta manera la célula 13 puede restablecer el 

almacenamiento de insulina, permitiéndole responder a cambios en los niveles de 

glucosa en sangre a lo largo del dia y al mismo tiempo tiene la capacidad de 

adaptarse a cambios dietarios a largo plazo o a periodos de ayuno. Los 

mecanismos involucrados en la modulación de ARNm de la insulina han sido 

estudiados principalmente en sistemas de cultivo. 

Uno de los factores más importantes que regulan la expresión de la insulina es la 

glucosa (Brunsted y cols. 1982, Giddings y cols. 1988, Nielsen y cols. 1985. 

Hammonds y cols.1987). La respuesta a este nutriente involucra incremento tanto 

en la velocidad de transcripción, procesamiento de pre-ARNm y estabilidad del 

RNAm (Welsh, 1985, Welsh 1988, Wang y cols.1997). En uno de los primeros 

estudios, la incubación de islotes de ratón por varios días en altas 

concentraciones de glucosa resultó en un incremento dramático en los niveles de 

ARNm . En islotes de humanos y de rata, los efectos en el incremento del ARNm 

de insulina fueron observados después de 4 horas de incubación con altas 
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concentraciones de glucosa (Philippe y cols. 1994). Experimentos con quimeras 

conteniendo la región del promotor del gen de la insulina. ligada al gen reportero 

de la cloramfenicol-acetil-transferasa (CAT), han demostrado que la actividad del 

promotor es dependiente de la dosis de glucosa (German y cols. 1992) y que 

diversas secuencias del promotor del gen de la insulina son activados por este 

carbohidrato (German y Wang 1994). Esta multiplicidad de respuestas ha sido 

también observada para otros reguladores fisiológicos como el AMP ciclico y los 

glucocorticoides (ver más adelante). 

Para que la glucosa ejerza su acción reguladora, requiere ser metabolizada. 

Existe una relación entre la formación de la glucosa-6-fosfato a partir de la 

glucosa y el incremento de ARNm de la insulina. Un efecto similar se encuentra 

en los genes de la L-piruvato-cinasa, la acetil-CoA carboxilasa y la 514. esto 

sugiere el papel mediador de la fosforilización de la glucosa sobre la transcripción 

ejercida por la glucosa, sin embargo no se sabe la identidad de la molécula 

involucrada en este proceso. Diferentes secuencias nucleotidicas han demostrado 

responder al efecto de la glucosa. Los genes de la piruvato cinasa. la sintetasa de 

ácidos grasos. S14 y la insulina, responden a la acción transactivadora de la 

glucosa a través de la secuencia CAnnTG o cajas E. a las cuales se le unen 

factores transcripcionales de la familia de hélice-asa-hélice-cierre de leucina. Para 

el gen de la insulina, además de la caja E. existen múltiples segmentos del 

promotor que responden al efecto del carbohidrato. como son las C1 y el 

elemento A3 (Fernández-Mejia 1998) siendo este último un elemento critico en la 

regulación tejido especifica del gen de la insulina ( Karlsson y cols. 1987). 

La glucosa no sólo es capaz de estimular la transcripción de los genes sino que 

ha demostrado disminuir la expresión de ellos, paradójicamente este mecanismo 

fue descubierto en un gen activamente inducido por la glucosa, el gen de la 

insulina. Esto explica el fenómeno conocido como "glucotoxicidad de la glucosa". 

proceso que exacerba la hiperglicemia en pacientes diabéticos mal controlados 
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( Robertson. 1989). En este proceso la hiperglicemia crónica. en vez de estimular 

la producción de insulina. altera la función de las células beta y produce una 

disminución de la hormona (Robertson. 1989). Estudios en las lineas pancreáticas 

HIT-T 15 e INS-1 demostraron que el cultivo sostenido de estas lineas en 

concentraciones altas de glucosa (11mM), producen una disminución en el ARNm 

de la insulina debido a una disminución en la actividad del promotor. Esta 

disminución es independiente de cambios en la proliferación celular o capacidad 

de la expresión génica de las lineas celulares. El decremento en la transcripción 

del gen de la insulina es debida a la disminución de la unión de los factores 

transcripcionales STF-1 y el de STF-1 se debe a una disminución de los niveles 

de ARNm del factor transcripcional y ocurre a pesar de que la actividad del 

promotor de este no se ve disminuida. lo que sugiere que el efecto inhibidor de la 

glucosa sobre STF-1 se efectúa a nivel post-transcripcional (Robertson. 1989). 

Además de la glucosa. la 1 -Leucina y su producto metabólico 2-cetoisocaproato 

regulan los niveles de ARN m de la insulina, incrementándolo en islotes aislados 

de rata. lo que indica el papel del metabolismo mitocondrial en la generación de 

señales que controlan la transcripción del gen de insulina (Docherty and Clark, 

1994). 

La expresión del gen de la insulina humano y de los roedores se encuentra 

estimulada por el AMP ciclico (Brunsted et al. 1982, Giddings y cols. 1982 y 1985. 

Nielsen y cols. 1985, Hammonds y cols. 1987). En las posiciones (-177 a 

-184 pb) de gen de la rata han sido identificadas secuencias nucleotldicas de 

respuesta al AMP dclico (CRE) (Philippe y Missoten 1990a). En el gen del 

humano cuatro elementos de respuesta al AMPciclico han sido caracterizados. 

dos de ellos se localizan en el promotor (posición -221 a -195 y posición -189 a -

167), uno de ellos en el primer exón (+16 a+31) y el último de ellos en el primer 

intrón (+57 a +73) (lnegaki y cols. 1992). La secuencia de CRE 2 del gen 

humano (TGACGACC) es similar a CRE presente en el gen 1 de la rata 
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(TGACGTCC). Esta secuencia se une al factor proteico nuclear con peso 

molecular de 43,000 similar o idéntico a la proteina que ha demostrado unirse a 

CRE en otros genes (Oetjen y cols. 1994). 

Las hormonas sexuales (Magnaterra y cols. 1997. Weinhouse y cols. 1996). la 

hormona tiroidea (Fernández-Mejia and Davidson 1992, Fernández-Mejia y cols. 

1993). y el ácido retinóico son otros de los factores que modifican la expresión 

de la insulina; estas hormonas se encuentran involucradas en el proceso 

regulador del desarrollo y es posible que puedan intervenir en el proceso de 

diferenciación celular del islote (Fernández-Mejia and Davidson 1992. Clark y 

cols .. 1995, Cabrera-Valladares y cols. 1999). Los neurotransmisores (Jones 

and Persaud. 1998) así como los glucocorticoides (ver Sección 111). también son 

factores que afectan la expresión del gen de la insulina. 

La expresión del gen de la insulina es regulada también a través de la vida media 

del ARNm. La glucosa afecta la vida media del ARNm de la insulina, lo cual 

midiendo la tasa de decaimiento del ARNm de insulina marcado con 3 H-uridina en 

islotes incubados en presencia y ausencia del inhibidor transcripcional. 

actinomicina D. El ARNm de la insulina se encontró relativamente estable. con 

una vida media de 30 h . Esta vida media fue casi tres veces más larga en islotes 

con 17 mM de glucosa comparados con 3.3 mM de glucosa (Docherty and Clark 

1994). También los glucocorticoides tienen efectos sobre la vida media del ARNm 

de la insulina. La dexametasona desestabiliza el ARNm regulando 

negativamente la expresión del gen de insulina en células HIT T-15 (Philippe and 

Missoten, 1990). 
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1 3. SINTESIS DE LA INSULINA 

La insulina es sintetizada por las células p del páncreas, como una pre-hormona 

que es procesada después de su traducción, para dar una molécula 

biológicamente activa (Feling and Bergman, 1995). 

La maduración del transcripto primario produce u ARNm de 600 nucleótidos cuya 

traducción da lugar a la pre-pro-insulina que es un polipéptido de 11.5 kD que se 

dirige al reticulo endoplásmico rugoso (RE), donde enzimas proteoliticas 

segmentan la pre-pro-insulina en pro-insulina removiendo el denominado péptido 

señal (Pickup y Goseth, 1997). El péptido senal actúa como una contrasena que 

dirige el transporte de la proteina naciente desde los nbosomas al RE. Este 

proceso involucra la interacción con una particula de reconocimiento citosólica 

(SRP), la cual causa una asociación del complejo con el receptor SRP presente 

en el RE (Bailyes y cols. 1992). 

La pro-insulina es un péptido de 9 kDa que contiene las cadenas A y B de la 

insulina (de 21 y 30 residuos de aminoácidos respectivamente) unidas por el 

péptido C (30-35 aminoácidos). La conformación estructural de la pro-insulina y de 

la insulina son muy similares, y la función principal del péptido C es la de alinear 

los puentes disulfuro que unen las cadenas A y B; de este modo la molécula es 

plegada (Pickup y Goseth, 1997). 

La pro-insulina es transportada por microveslculas al aparato de Golgi en donde 

es empaquetada en vesículas limitadas por membranas que contienen una bomba 

de protones dependiente de ATP (Pickup y Goseth, 1997). 

La conversión de pro-insulina en insulina es iniciada en el aparato de Golgi y 

continúa dentro de gránulos secretores maduros por la acción de las 
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endopeptidasas (pro-hormona convertasa 2 y 3) y la carboxipeptidasa H. Estas 

enzimas aseguran una rápida segmentación en sitios especificos. previniendo una 

fragmentación ¡::iosterior de la insulina: actúan juntas para remover la cadena del 

péptido C. liberando dos dipéptidos segmentados formando finalmente la insulina 

(Pickup y Goseth. 1997). 

La insulina y el péptido C son almacenados juntos en los sacos granulares y son 

finalmente liberados en concentraciones equimolares: bajo condiciones normales. 

95°/o del producto hormonal es secretado como insulina y menos del 5% como 

pro-insulina no convertida (Pickup y Goseth. 1997). 

1 3. 1. REGULACIÓN DE LA SINTESIS DE LA INSULINA. 

La regulación de la síntesis de esta hormona se efectúa a nivel de inicio de la 

traducción del ARNm de la pre-pr-oinsulina. la regulación de la translocación de la 

cadena de pre-pro-insulina naciente mediada por la partlcula de reconocimiento 

de la señal (SRP) y/o la elongación de la cadena naciente de pre-pro-insulina. 

1 3. 1.1. Regulación del inicio de la traducción del ARNm Un análisis de la 

distribución celular del RNAm de la pre-pro-insulina en islotes pancreáticos de la 

rata, sugiere que la glucosa incrementa la tasa de inicio de la traducción. La 

exposición de islotes a glucosa, a concentraciones mayores de 3.3 Mm. resultó en 

un incremento en la transferencia del ARNm de insulina desde el citoplasma a las 

fracciones subcelulares que contienen ribosomas y polisomas (Bailyes y cols. 

1992). 

13 



1 3.1.2. Regulación de la translocación de la cadena de pre.pro-insulina naciente 

mediada por la partícula de reconocimiento de la señal (SRPJ. Investigaciones 

sobre traducción in vitro en homogenados de islotes indican que la estimulación 

de la producción de la pre-pro-insulina por glucosa, puede ser el resultado de un 

incremento en la asociación del complejo de iniciación por el receptor SRP. La 

adición de receptor a SRP purificado de páncreas de perro a homogenados de 

islotes. incrementa la incorporación de la tirosina-1 125 a la pre-pro-insulina. Esta 

respuesta fue aún mayor cuando los islotes se incubaron en glucosa 16.5 mM; lo 

que indica que en islotes estimulados con glucosa la SRP puede ser alterada 

estructuralmente, aumentando la interacción con su receptor (Bailyes y cols. 

1992). 

1 3.1.3. Regulación de elongación de la cadena naciente de pre-pro-insulina. La 

tasa de elongación tradicional de la pre-pro-insulina puede ser regulada 

específicamente por glucosa. Esto se ha demostrado en experimentos sobre la 

bioslntesis de pre-pro-insulina bajo condiciones en las que la enlongación es la 

etapa limitante. por ejemplo en presencia de bajas concentraciones de 

cicloheximida. La sintesis de pro-insulina fue estimulada por glucosa a 

concentraciones superiores a 5.6 mM, la síntesis de otras proteínas no fue 

afectada por glucosa. La estimulación tiene lugar sin ningún cambio en la 

distribución intracelular del ARNm de la pre-pro-insulina y esto sugiere un 

incremento en la tasa de elongación de la cadena polipeptidica (Bailyes y cols. 

1992). 

1 4. SECRECIÓN DE LA INSULINA 

La secreción de insulina ocurre de manera basal y estimulada. La basal tiene una 

duración de 9 a 14 minutos en el humano y su periodicidad es inherente a la 

célula beta posiblemente modulada por mecanismos neurales. Estimules 

14 



hormonales intra islote y otros secretagogos 

estimulada de insulina ( Ashcrofh, 1992). 

pueden afectar la secreción 

La secreción de insulina en respuesta a la glucosa se efectúa a las 

concentraciones post-prandriales de glucosa. La primera etapa en la serie de 

mecanismos bioquímicos involucrados en la secreción está dada por la entrada 

de glucosa a la célula beta. Ésta se efectúa a través del transportador GLUT2. 

cuya alta Km por la glucosa ( 15-20 mM) le permite la entrada al azúcar en un 

amplio rango de concentraciones plasmáticas. Una vez dentro de la célula la 

glucosa requiere ser catabolizada. El primer paso del catabolismo de la glucosa a 

concentraciones secretagogas está dado por la enzima glucocinasa. la cual 

fosforila a la glucosa para la formación de glucosa-6-fosfato. 

La glucosa-6-fosfato continua su catabolismo a través de la vía glucolitica y 

posteriormente su oxidación en la mitocondria. Esta oxidación produce un 

aumento de la relación ATP/ADP, que a su vez produce el cierre de canales de 

potasio sensibles a ATP, ocasionándose con esto una despolarización de la 

membrana plasmática (Ashcrofh, 1992), hasta alcanzar una fase de meseta en 

donde se superponen potenciales de acción debidos a la entrada de ca2+ a 

través de canales dependientes de voltaje (Misler y cols. 1992; Newgard and 

McGarry. 1995). El incremento de calcio en el citosol activa a la calmodulina. la 

cual activa a dos proteínas cinasas las que producen la fosforilación de miosina y 

tubulina, quienes a su vez favorecen el movimiento y fusión con la membrana 

plasmática de los gránulos de insulina, liberándose así la hormona al exterior de 

la célula p (Ashcrofh, 1992). 

1 4. 1. Potenciadores de la secreción 

Los potenciadores de la secreción de insulina inducida por glucosa, incluyen al 

glucagon, acetilcolina (Ach), vasopresina, péptido intestinal vaso activo, péptido 
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~g~strico inhibidor (GIP). colocistocinina (CCK) y bombesina entre otros. Algunos 

como la Ach y la CCK. activan la ruta de los fosfoinositidos de membrana a través 

de la activación de la fosfolipasa C (PLC). que produce un incremento de 

segundos mensajeros como inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El 

incremento en el IP3 lleva a la liberación de ca2+ de los depósitos intracelulares 

y el DAG provoca la activación de la proteina cinasa C (PKC). lo que conduce a 

la sensibilización al calcio de la maquinaria secretora de la célula beta. 

Otros potenciadores como el glucagon y el GIP activan a la enzima adenilato 

ciclasa (AC). lo que da como resultado un incremento en el AMPc que a su vez 

activa a la proteína cinasa A (PKA) que participa en la fosforilización de proteinas 

del citoesqueleto que desemper'lan un papel fundamental en la secreción de 

insulina (Janes and Persaud, 1998). 

1 4.2. lnhibidores de la secreción 

Los inhibidores de la secreción de insulina actúan en diferentes etapas del 

proceso secretor, entre ellos se encuentra la inhibición de la actividad eléctrica y el 

flujo de iones y la disminución de segundos mensajeros intramoleculares como 

ca2 + y AMPc. La adrenalina. galanina y somatostatina. por ejemplo. inducen la 

actividad eléctrica de las células beta. hiperpolarizan la membrana plamática 

debido a la activación de canales de K+ regulados por proteína G. Estos tres 

agentes, actúan asi mismo, disminuyendo la actividad de la AC y la concentración 

intracelular de ca2+ libre (Janes and Persaud. 1998). 
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la glucosa -6-fosfatasa y la fructosa -2-6-disfosfatasa (Pilkis y Granner. 1992). 

También tienen un efecto favorable al incrementar la respuesta hepática a 

hormonas gluconeogénicas (glucagón, catecolaminas) y aumentan la liberación de 

sustratos de tejidos periféricos. principalmente de músculo (Greenspan and 

Baxter, 1995). El efecto neto de los glucocorticoides consta de un incremento de 

la glucemia. Debido a esas acciones sobre el metabolismo de la glucosa. la 

terapia con glucocorticoides puede empeorar el control en pacientes con diabetes 

y precipita el inicio de hiperglucemia en sujetos con predisposición genética 

(Hardman, 1996). 

11. 3. -Efecto de los glucocorticoides sobre las proteinas 

Uno de los principales efectos de los glucocorticoides es la disminución de las 

reservas de proteinas en prácticamente todas las células excepto en las 

hepáticas. Esta reducción se debe tanto a la disminución de la síntesis de 

proteínas como al aumento del catabolismo de las presentes en la célula. Por otro 

lado deprime la slntesis de ARN en muchos tejidos (excepto el hígado) 

incluyendo, en particular el músculo y el tejido linfoide (Guyton. 1994). 

11. 4. -Efecto de los glucocorticoides sobre el metabolismo de grasas 

Los glucocorticoides también favorecen la hidrólisis de triglicéridos (Schmidt, 

1993). aumentando asl la movilización de ácidos grasos del tejido adiposo y por 

ello, incrementan la concentración de ácidos grasos libres en plasma. Asl mismo 

los glucocorticoides aumentan moderadamente la oxidación de los ácidos grasos 

en la célula, quizá como resultado secundario de la menor disponibilidad de 

productos glucolíticos para el metabolismo (Guyton, 1994). 
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11.- -GLUCOCORTICOIDES 

Los corticoesteroides son hormonas esteroideas derivadas del colesterol. Se 

conforman por los mineralocorticoides que regulan la función renal. y los 

glucocorticoides, que tienen acciones generalizadas tales como. antiinflamatorios. 

movilización de aminoácidos y glucosa (Rann.1989). 

11. 1. Fisiologia de la glándula suprarrenal. 

La glándula suprarrenal, esta situada en la parte superior del riñón. está 

compuesta por dos tejidos funcional y embriológicamente no relacionados, una 

corteza exterior y una médula interior (Eckert, 1990). 

Las células de la corteza suprarrenal son estimuladas por la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH) para sintetizar y secretar glucocorticoides, 

mineralocorticoides y andrógenos débiles (Hardman. 1996). El nivel basal de la 

secreción de los glucocorticoides se mantiene mediante su acción de 

retroalimentación sobre las neuronas hipotalamicas secretoras de la hormona 

liberadora corticotropina (CRH) y sobre la adenohipófisis. El nivel basal de 

glucocorticoides esta sometido a un ritmo diario, resultado de la variación cíclica 

de CRH que parece estar controlada por un reloj biológico endógeno. Los niveles 

basales. en el hombre. son máximos en las primeras horas de la mañana antes de 

despertar (Ecker, 1990). 

Por otro lado, la corteza suprarrenal es estimulada para liberar glucocorticoides en 

respuesta a distintos tipos de estrés (incluido el ayuno). El estrés actúa a través 

del sistema nervioso provocando una elevación en la ACTH de ahí la estimulación 

de la corteza suprarrenal (Ecker, 1990). 
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. L()s glucocorticoides son agentes que aceleran la degradación proteica e inhiben 

la captación de aminoácidos y la sintesis de proteinas en tejidos extra hepáticos. 

Estos actúan sobre el hígado incrementando la síntesis de enzimas que 

favorecen la gluconeogénesis. La glucosa producida de .. novo .. es liberada a la 

circulación. causando un incremento en los niveles de glucosa en sangre. Los 

glucocorticoides también reducen la captación de glucosa en el músculo y el tejido 

adiposo a través de una resistencia a la acción de la insulina. Otro efecto de 

estos, es la movilización de ácidos grasos desde depósitos de grasa en el tejido 

adiposo; esto tiene efecto en el incremento de sustrato aprovechable para la 

gluconeogenesis en el hígado (Eckert. 1990). Todas estas acciones tienden a 

producir hiperglucemia (es decir. incremento de los niveles de glucosa 

sanguínea). Los glucocorticoides poseen diferentes efectos sistémicos entre los 

que se encuentran efectos antiinflamatorios. Por otro lado, estos también 

incrementan la excreción urinaria de calcio y sodio, aumentan el gasto cardiaco e 

incrementan el tono vascular periférico (Greenspan, 1995). 

11. 2. -Efecto de los glucocorticoides sobre el metabolismo de los carbohidratos 

Los glucocorticoides ejercen efectos importantes sobre el metabolismo de 

carbohidratos y proteínas ( ver sección 11.3). Sus efectos sobre el metabolismo 

intermediario pueden considerarse como protectores de los tejidos dependientes 

de glucosa (p.ej., cerebro y corazón) contra la inanición. Esto se logra al estimular 

al hígado para formar glucosa a partir de aminoácidos, glicerol y glucógeno 

hepático. En músculo y tejido adiposo. los glucocorticoides disminuyen la 

utilización de glucosa a través de aumentar la desintegración de proteínas y 

activar la lipólisis, con lo que se proporcionan aminoácidos y glicerol para la 

gluconeogénesis (Hardman, 1996). En el hígado, los glucocorticoides inducen la 

transcripción de enzimas involucradas en el metabolismo de los aminoácidos y de 

enzimas gluconeogénicas, entre ellas la fosfoenolpiruvatocarboxicinasa (PEPCK), 
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11. 5. -Mecanismos de acción de los glucocorticoides. 

Para producir sus efectos biológicos. los glucocorticoides penetran a la célula 

blanco por difusión pasiva (figura 3), dentro de ella, interaccionan con su receptor 

(GR), el cual es reconocido como miembro de la super familia de proteínas 

fijadoras al ADN que responden a ligandos y que tienen una estructura de dedos 

de zinc que les permite interactuar con el DNA. Este receptor se localiza en 

citoplasma asociado a proteínas chaperonas. la más conocida es la proteína de 

choque térmico Hsp90. Al unirse el receptor a los glucocorticoides el primero se 

disocia de Hsp90, lo que permite la migración del complejo hormona-receptor. 

hacia el núcleo, uniéndose a secuencias de DNA denominadas elementos de 

respuesta de glucocorticoides (GRE). de esta manera se produce una 

remodelación de la cromatina. activándose o inactivándose así la transcripción 

(Beato y Klug 2000). 

Los glucocorticoides son también capaces de modular la transcripción a través de 

la interacción proteina-proteina con otros factores transcripcionales. Este tipo de 

mecanismo es usado principalmente en la regulación negativa de los 

glucocorticoides, a través de la inhibición de la interacción de factores 

transcripcionales de acción positiva con sus elementos de respuesta. La más 

conocida de estas interacciones, es la que se lleva a cabo con factores 

transcripcionales tipo cierres de leucina, como AP-1 y Jun. y con el factor 

transcripcional NF-kB, un factor transcripcional importante en la respuesta inmune 

(Beato y Klug 2000). 

Existen evidencias de que los glucocorticoides pueden también actuar a nivel no 

genómico, posiblemente a través de receptores unidos a membrana y de 

naturaleza diferente al receptor clásico de dedos de zinc (Hardman, 1996). 
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Figura 3.- Mecanismo intramolecular de acción del receptorde glucocortlcoides. 
Se muestra la vía molecular por la cual los glucocorticoides (S) entran a las células e 
interactúan con el receptor de glucocorticoide (GR) para cambiar la conformación del 
receptor de glucocorticoide e inducir la translocación nuclear del receptor para activar la 
transcripción de genes precondicionados.HSP90, protein a de choque de 90 K Da; GRE, 
elementos de respuesta a glucocorticoides en el ADN. 
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11. 6.-Dexametasona 

La dexametasona \figura 5) es un glucocorticoide estable que tiene propiedades 

de corticoesteroide y es utilizado como anti-flamatorio. suprime la migración 

leucocitaria. reduce la actividad de los fibroblastos. revierte los efectos capilares 

de la histamina e inhibe la formación de anticuerpos. otra propiedad es la de 

antirreumático. también tiene efectos inmunosupresores en una gran variedad de 

trastornos (Rodríguez. 1995). El tratamiento con altas dosis de dexametasona es 

utilizado para tratar la oftalmopatia de la enfermedad de Graves. La dosis 

recomendada para su utilización esta en el rango de 0.5mg/Kg. 

o 

Figura 4.- Estructura de la dexametasona 
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111. REGULACIÓN DEL GEN DE INSULINA POR GLUCOCORTICOIDES. 

Como se sei'ialó en la Sección 11 los glucocorticoides modifican el metabolismo de 

los carbohidratos. La administración in vivo de glucocorticoides aumenta la 

expresión del gen de la insulina. Este efecto es el resultado de una resistencia a 

la insulina producida por estos compuestos en los tejidos periféricos (músculo y 

adipocitos). Esta resistencia periférica estimula a la célula beta a sintetizar y 

secretar más insulina para contrarestar la resistencia. 

En estudios in vitro existen discrepancias sobre el efecto de los glucocorticoides 

sobre la expresión del gen de la insulina. Las diferencias se encuentran tanto en 

lineas celulares como en cultivos primarios. Estudios en lineas celulares 

encuentran que la dexametasona produce un aumento en los niveles de ARNm de 

la insulina en la linea de insulinoma de rata RINm SF (Fernández-Me¡ia y 

Davidson, 1992); en contraste en las lineas de Hamster NRl-G9 y HIT-T15 y en la 

linea de rata RIN 056A la dexametasona produce una disminución en los niveles 

de ARNm de insulina (Philippe and Missoten 1990, Wang y cols. 1991). 

En el modelo experimental de cultivos primarios de islotes de Langerhans, 

también se han reportado diferencias en el efecto de los glucocorticoides sobre la 

expresión de la insulina. Por una parte Philippe y colaboradores en 1992, 

encontraron que los glucocorticoides aumentan los niveles de ARNm. Por otro 

lado estudios efectuados por Gremlich y colaboradores en 1997 encontraron que 

el tratamiento con dexametasona 1µM en islotes. no produjo ninguna modificación 

sobre los niveles de ARNm de la insulina. Y finalmente en estudios realizados por 

Fernández-Mejía (no publicados), se encontró que el tratamiento con 

dexametasona disminuye el ARNm de la hormona. Las discrepancias de estos 

resultados podrían deberse a las diferentes condiciones de cultivos de los lslotes. 

El análisis de los métodos usados, indica que existe diferencia en la presencia de 
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suero en los cultivos. ausente en los estudios de Phillipe, parcialmente presente 

en los estudios de Gremlich y presente durante todo el proceso en los estudios de 

Fernández-Mejia. 

Otro nivel de complejidad en el efecto de los glucocorticoides sobre la expresión 

de la insulina se encuentra dado por las interacciones celulares en los islotes. ya 

que estudios efectuados por Philippe et al. 1992 encontraron que cuando las 

interacciones nativas del islote se encuentran íntegras, el efecto de los 

glucocorticoides se ve traducido en un aumento en los niveles del ARN 

mensajero; en tanto que cuando las células del islote se encuentran disgregadas. 

la expresión del gen de la insulina es regulada negativamente por la 

dexametasona. Este efecto negativo sobre los islotes disgregados es anulado en 

presencia de AMP cíclico. Sin embargo, estudios en nuestro laboratorio 

demostraron que el efecto de la dexametasona es similar en islotes íntegros y 

disgregados, y que esta respuesta es independiente de la presencia de AMP 

cíclico (Fernández-Mejla, observaciones no publicadas). 

Estudios sobre el mecanismo de acción de los glucocorticoides en la linea celular 

de células beta HIT revelaron que su efecto involucra una acelerada degradación 

del ARN mensajero de la insulina (Phillippe y Missoten 1990). 

111. 1 Elementos de respuesta a los glucocorticoides en el gen de la insulina. En 

nuestro laboratorio se ha estudiado el efecto de los glucocorticoides sobre el 

promotor del gen de la insulina humano. En lineas celulares nuestros estudios 

encontraron una secuencia en las posiciones -271 a -264 del promotor del gen de 

la insulina capaz de unirse al GR de glucocorticoides (Goodman et al 1996). El 

análisis de esta región identificó la secuencia ATGTCTCCAGGAGAG que posee 

una analogía del 73% con el elemento de respuesta negativo reportado para los 

glucocorticoides (GREn). En experimentos posteriores a esta publicación 

encontramos que otras secuencias del promotor de la insulina poseen también la 



capacidad de responder al efecto de la dexametasona. sin que existan elementos 

consenso para glucocorticoides en estas secuencias (Fernández-Me¡ia et al. 

1999). Estos estudios en conjunción con los de Sharma y cols. ( 1997). quienes 

encontraron que la dexametasona disminuye la expresión del factor 

transcripcional STF-1 sugieren que los glucocorticoides decrementan la expresión 

de factores transcripcionales especificos de las célula beta y como consecuencia 

se produce la disminución de la expresión del gen de la insulina. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Existen discrepancias en los resultados obtenidos en los estudios analizando 

sobre el efecto de la dexametasona sobre la expresión del ARNm de la insulina. 

Las diferencias se encuentran tanto entre lineas celulares y cultivos primarios, 

como entre un mismo modelo experimental. En cultivos de islotes de rata se ha 

encontrado que los glucocorticoides aumentan (Philippe y cols. 1992). no tienen 

efecto (Gremlich y cols. 1997) o disminuyen (Fernández-Mejia. observaciones no 

publicadas) los niveles de ARN mensajero de la insulina. Las discrepancias de 

estos estudios podrían deberse a las diferentes condiciones de cultivo. El análisis 

de la metodologfa usada en estos estudios indica que existen diferencias en el 

uso de suero en los cultivos. el cual se encuentra ausente en los estudios de 

Phillipe, parcialmente presente en los estudios de Gremlich y presente durante 

todo el proceso en los estudios de Fernández-Mejia. Por otro lado Sharma y cols. 

( 1997), encontraron que la dexametasona afecta la expresión de la insulina a 

través de la modificación de factores transcripcionales especificas de la célula 

beta. Dado que el suero en el medio de cultivo posee factores de crecimiento que 

pueden afectar a los factores transcripcionales. nosotros proponemos analizar si 

el efecto de los glucocorticoides sobre el ARNm maduro de la insulina es 

dependiente de suero. 

25 



HIPOTESIS. 

El efecto de la dexarnetasona sobre los niveles del ARNrn de la insulina depende 

de la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo. 

OBJETIVO. 

Determinar el efecto del glucocorticoide dexarnetasona a una concentración 1 µM 

sobre los niveles de ARNrn de la insulina en presencia o ausencia de suero en el 

medio de cultivo. 

26 



MATERIALES Y MÉTODOS. 

1) Aislamiento de islotes de Langerhans. 

Ratas macho de la cepa Wistar de 200-250 gramos de peso, alimentadas ad 

/ibitum, fueron anestesiadas con pentobarbital sódico. La cirugia para obtener el 

páncreas se efectuó a través de una inyección de solución de Hank's. frie 4ºC 

(suplementado con BSA 4% disuelta en sales de Spinner) en el conducto 

pancreático. Una vez separado el páncreas de los tejidos circundantes. el te¡ido 

fue colocado en un vaso de precipitados conteniendo 3 mg de colagenasa tipo P 

(Boheringer Mannheim. Alemania) por cada páncreas. inmediatamente se llevó a 

cabo una fragmentación con tijeras por 3 minutos hasta lograr fragmentos de un 

milimetro de diámetro aproximadamente. Posteriormente se colocaron en un 

matraz de plástico en los cuales se llevó a cabo la digestión con la colagenasa 

durante 1 O minutos a 37ºC en bano con agitación (Precision Scientific Modelo 25). 

Una vez terminada la digestión los islotes fueron lavados dos veces con solución 

Hank's. y la separación de éstos del tejido acinar se llevó a cabo por medio de 

una centrifugación bajo un gradiente de Ficoll (SIGMA) al 27, 23. 20 y 11 %. 

Después de una centrifugación a 2.000 rpm sin freno en una centrifuga Beckmann 

modelo GS 15R durante 1 O minutos. se recuperaron los islotes presentes entre la 

capa 20 y 11 % de Ficoll. Después éstos se lavaron dos veces con Hank's frío 

para quitar el exceso de Ficoll. Finalmente se recolectaron manualmente bajo 

microscopio de disección. 

Los islotes, separados en grupos de aproximadamente 150. fueron 

sembrados en cajas de cultivo multipozos de 24 pozos y fueron incubados para su 

recuperación por 17 hrs en una incubadora a 37°C y 5% C02 en un medio de 

cultivo RPMI (GIBCO BRL) suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) al 10%, 

11 mM de glucosa y antibiótico-antimicótico( IN.VITRO). 
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Después del tiempo transcurrido, los islotes fueron recolectados manualmente 

en tubos Eppendorf para ser lavados con medio de cultivo (RPMI SBF 10% +11 

mM glucosa + antibiótico-at.timicótico) y ser centrifugados a 3000 rpm en una 

centrifuga Sorvall modelo RMC 14 por 3 minutos . Se les retiró el sobrenadante y 

se sembraron en las siguientes condiciones experimentales: a) Medio 

conteniendo suero: 150 islotes por condición. en medio de cultivo RPMJ 

suplementado con SBF al 10%, 11 mM de glucosa y ant1biótico-antimicótico. en 

presencia o ausencia de 1 ¡•M de dexametasona. b) Medio sin suero: 150 islotes 

por condición en medio de cultivo RPMJ suplementado con albumina bovina (BSA) 

al 0.5%, 11 Mm de glucosa y antibiótico-antimicótico. en presencia o ausencia de 

1 ¡1M de dexametasona. Después de incubarse por 24 hrs a 37C y 5% CO. se 

colectaron Jos islotes en tubos Eppendorf para ser centrifugados a 3000 rpm en 

una centrifuga Sorvall modelo RMC 14 durante 3 minutos. Se les quitó el 

sobrenadante y se les agregaron 800 ¡d de trizol. 

11) Extracción de ARN 

El ARN fue extraido del paquete celular por la adición de 800 ¡d de Trizo!. 

Después de una incubación de 5 minutos a temperatura ambiente se les 

agregaron 160 ~d cloroformo, con el fin de separar las fases donde se encuentran 

las proteínas y los ácidos nucléicos. La mezcla fue agitada en un vortex, 

dejándose incubar por 5 minutos para posteriormente ser centrifugada en un 

equipo Sorvall modelo RMC 14 a 10.000 r.p.m. por 15 minutos a 4 ºC. El ARN 

contenido en la fase acuosa de la mezcla fue precipitado con 400 ¡d de 

isopropanol incubándose a -20 ºC toda la noche. El precipitado posteriormente 

fue centrifugado a 12.000 r.p.m. por 10 minutos a 4 ºC y desechado el 

sobrenadante por decantación. Se lavó y resuspendió el ARN en etanol al 70%. 

Se procedió a la recuperación del precipitado por medio de una centrifugación a 

12,000 r.p.m. por 5 minutos a 4 ºC. desechándose nuevamente el sobrenadante. 
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El botón de ARN así obtenido secado por evaporación a temperatura ambiente y 

resuspendido en agua bidestilada estéril (25-30 ~d) incubándose a 55-60 ºC 

durante 10 minutos para facilitar su complE'!a solubilización. El ARN se mantuvo a 

-70 ºC hasta ser analizado. 

111) Cuantificación del ARN 

La cuantificación del ARN se llevó a cabo por medio espectrofotometría. para lo 

cual se diluyó en agua (dilución 1 :250) tratada previamente con dietilpirocarbonato 

(DEPC). La densidad óptica de la solución fue leída a 260 nm y 280 nm en un 

espectrofotómetro (Milton Roy GENESYS 5 ). Se descartaron las muestras cuya 

relación 260/280 fuera menor a 1.8. 

IV) Descripción de los oligonucleótidos. 

a) Oligonucleótidos para la amplificación del gen de insulina. 

Los oligonucleótidos del gen de la insulina fueron diseñados con base en las 

secuencias reportadas en el Gene Bank. 

-Olígonucleótido sentido 

(5'-3') ATT GTT CCA ACA TGG CCC TGT 

La secuencia de este oligo corresponde a los nucleótidos 46 a 66 del gen de la 

insulina 1. 

-Oligonucleótido antisentido 

( 5'-3') TTG CAG TAG TTC TCC AGT TGG 

La secuencia de este oligo corresponde a los nucleótidos 368 a 386 del gen de la 

insulina 1. 

b) O/igonucleótidos para la amplificacióndel gen de Actina. 

Los oligonucleótidos del gen de la actina fueron diseñados con base en las 

secuencias reportadas en el Gene Bank. 
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:OHgonucleótido sentido: 

(5'-3') GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG 

-Oligonucleótido antisentido: 

(5'-3') GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 

c) O/igonucleótidos para la amplificación del gen de Glucocinasa. 

Los oligonucleótidos del gen de la glucocinasa fueron diseñados con base en las 

secuencias reportadas en el Gene Bank. 

-Oligonucleótido sentido: 

(5'-3') GCT TCA CCT TCT CCT TCC C 

-Oligonucleótido antisentido: 

(5'-3') CCC ATA TAC TTC CCA CCG A 

V) Técnica de transcripción reversa-reacción en cadena de polimerasa (RT-PCR). 

a)Transcripción reversa (RT). 

Para obtener el cDNA del ARNm obtenido de los islotes, en un eppendorf nuevo 

y estéril (que se mantuvo en hielo durante todo el proceso) se realizó la mezcla de 

los siguientes reactivos de acuerdo a las indicaciones técnicas del producto : 

Buffer [1.25X], DDT [5 mM] desoxinucleótidos [0.5 mM], oligonucleotidos de 

desoxitimidina [5 ng], transcriptasa reversa [10 Uhil ) (GIBCO BRL) .3 ~19 de 

ARN total y se llevó a 20 µI de volumen total con agua tratada con dietil­

pirucarbonato. Se agitó perfectamente en vortex y se incubo la mezcla a 37 ºC 

por una hora en un termociclador modelo PTC 100 de la marca Perkin-Elmer. 

c) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Amplificación del mensajero de insulina: Para la amplificación del ARNm de la 

insulina en un eppendorf nuevo y estéril (que se mantuvo en hielo durante todo el 

proceso), se realizó la mezcla de los siguientes reactivos de acuerdo a las 

indicaciones técnicas del producto: Buffer [ 1XJ, MgCl2 [ 1.5 mM], dNTPs [ 0.2 
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mM), oligonucleotidos de insulina: (sentido)[ 0.51 ~1M] I {antisentido)[ 0.51 µM). 

DMSO [ 3%) . 28.1 ~¡J de agua inyectable, Taq polimerasa[ 0.05 U/µI] 

(Biotecnológicas Universitarias) y 5 µI cDNA. obteniendo un volumen final de 50 

~11. Los tubos se agitaron peñectamente en vortex y se colocaron en el 

termociclador Applied Biosystems/ Gene Amp. PCR System 2400. Para realizar la 

amplificación se usaron las siguientes condiciones: Una desnaturalización inicial 

a 94 ºC durante 5 minutos. Las condiciones de amplificación fueron. 1 minuto de 

desnaturalización a 94 ºC . un apareamiento a º57 C por 2 minutos y 1 minuto 

de síntesis a 72 ºC. Estas condiciones se mantuvieron por 20 ciclos. Al término 

de estos se mantuvo la reacción de amplificación a 72 ºC por 7 minutos. 

Amplificación del mensajero de actina: Para la amplificación del ARNm de la 

act[na en un eppendoñ nuevo y estéril (que se mantuvo en hielo durante todo el 

proceso), se realizó la mezcla de los siguientes reactivos de acuerdo a las 

indicaciones técnicas del producto: Buffer [ 1X]. MgCl2 [ 1.5 mM]. dNTPs [ 0.2 

mM], oligonucleótidos de actina: (sentido)[ 0.51 ~·MJ I {antisentido) [ 0.51 µM). 

DMSO [ 3%) . 28.1 ~d de Agua inyectable, Taq polimerasa[ 0.05 Uhil) 

(Biotecnológicas Universitarias) y 5 ~il cDNA. obteniendo un volumen final de 50 

~il. Se agitó peñectamente en vortex y se colocaron en el termociclador Applied 

Biosystems/ Gene Amp. PCR System 2400. Para realizar la amplificación se 

usaron las siguientes condiciones: Una desnaturalización inicial a 94 ºC 

durante 5 minutos. Las condiciones de amplificación fueron. 30 segundos de 

desnaturalización a 94 ºC . un apareamiento a 55 ºC por 30 segundos y 30 

segundos de síntesis a 72 C. Estas condiciones se mantuvieron por 35 ciclos. Al 

término de estos, se mantuvo la reacción de amplificación a 72 ºC por 5 minutos. 

Amplificación del mensajero de glucocinasa: Para la amplificación del ARNm de 

la glucocinasa en un eppendoñ nuevo y estéril (que se mantuvo en hielo durante 

todo el proceso), se realizó la mezcla de los siguientes reactivos de acuerdo a 

las indicaciones técnicas del producto: Buffer [ 1 X], M9Cl2 [ 1.5 mM]. dNTPs ( 
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. 0.2 mM]. oligonucleótidos de glucocinasa: (sentido)[ 0.51 ~·MI I (antisentido) [ 

0.51 ~·MJ, DMSO [ 3%1 . 28.1 ~d de Agua inyectable. Taq polimerasa[0.05 U/~il) 

(Biotecnológicas Universitarias) y 5pl cDNA. obteniendo un volumen final de 

50~11. Se agito perfectamente en vortex y se colocaron en el termoc1clador 

Applied Biosystems/ Gene Amp. PCR System 2400. Para realizar la amplificación 

se usaron las siguientes condiciones: Una desnaturalización inicial a 94 ºC 

durante 5 minutos. Las condiciones de amplificación fueron. 1 minuto de 

desnaturalización a 94 ºC . un apareamiento a 62 ºC por 1 minuto y un minuto 

de síntesis a 72 ºC. Estas condiciones se mantuvieron por 25 ciclos. Al término 

de éstos. se mantuvo la reacción de amplificación a 72 ºC por 7 minutos. 

Después de las reacciones de RT-PCR (lnsulina/Act1na/Glucocinasa), sé preparó 

un gel de agarosa al 1 % con TBE 1 X . teñido con Bromuro de Etidio. Se cargó el 

gel con 20 ~d de muestra, las cuales fueron previamente mezcladas con 2 ~d de 

Loading buffer [6X ). 

La electroforesis se llevó a cabo a 75 volts, aproximadamente por 30 min. 

Al finalizar la corrida del gel, éste fue llevado a un transiluminador de luz 

ultravioleta ( UVP Ultra-Viole! Products ). para realizar el registro fotográfico. 

El análisis densitometrico se llevó a cabo con el programa Scion lmage. 

Los resultados obtenidos se analizaron con la prueba de Student de doble cola. 
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RESULTADOS 

El primer paso de esta investigación consistió en la estandarización de la técnica 

de RT-PCR para cuantificar el ARNm de la insulina y de la actina éste ultimo 

usado como control interno. Para la amplificación del ARNm de insulina se 

estableció una temperatura de desnaturalización de 94 ºC. 57 ºC para el 

apareamiento con la secuencia blanco (annealing) y 72 ºC para la sintesis, el 

número de ciclos escogido fue de 20. número en el que se observa la fase 

exponencial de la amplificación. Las mismas temperaturas de desnaturalización y 

síntesis fueron usadas para la amplificación del ARNm de la actina. en tanto que a 

temperatura de apareamiento fue de 55 ºC y el número de ciclos se fijó en 35. 

Con el fin de determinar si las discrepancias existentes en la literatura sobre el 

efecto de los glucocorticoides en la regulación de la expresión del gen de la 

insulina, se deben a un efecto diferencial dependiente de suero presente en el 

medio de cultivo, estudiamos el efecto del tratamiento con dexametasona ( 1 pM) 

sobre los niveles de ARNm de la insulina en islotes cultivados en presencia o 

ausencia de suero (medio con albúmina). Como puede observarse en la Gráfica 1, 

columnas dos y cinco, el tratamiento con dexametasona no modificó los niveles 

de ARNm de insulina ni en los islotes cultivados en presencia de suero. ni en los 

islotes cultivados sin suero. Para determinar la capacidad de respuesta de los 

islotes, éstos fueron tratados con AMP cíclico o Forskolina, un agente que 

aumenta el AMP cfclico, segundo mensajero que como se señaló previamente en 

la sección de antecedentes, aumenta la expresión del gen de la insulina; como 

puede observarse en la Gráfica 1, el tratamiento con AMPc incrementó un 42.4 ± 

6.5 % los niveles de ARNm de la insulina. 
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Con el fin de descartar la posibilidad de que la dexametasona usada se 

encontrara inactiva, se evaluaron diferentes lotes del producto, encontrándose en 

los experimentos resultados similares (100.9 % para el lote 1 de dexametasona; 

108.33% para el lote 2 de dexametasona). Se utilizó también como estrategia 

analizar si las preparaciones eran capaces de modificar la expresión de algún otro 

gen: Como puede observarse en la Gráfica 2, el tratamiento con el 

glucocorticoide aumentó en un 264 ± 52.21% la expresión de la glucocinasa. 

Estos resultados descartaron la posibilidad de que la falta de respuesta a la 

dexametasona se debiese a la inactividad de la dexametasona en las soluciones 

usadas. La falta de respuesta al efecto de la dexametasona concide con los 

resultados reportados por Gremlich y cols. 1997. quienes no encontraron efecto 

alguno de la dexametasona sobre la expresión del gen de la insulina. 

El análisis de la literatura reveló que los estudios existentes en la literatura habían 

sido efectuados en ratas Sprague-Dawley. Con el fin de descartar la posibilidad de 

la existencia de una respuesta debido a la cepa, estudiamos el efecto de la 

dexametasona (1 ~1M) sobre los niveles de ARNm de la insulina en islotes aislados 

de ratas Sprague-Dawley, cultivados en presencia o ausencia de suero (medio 

con albumina). Como se observa en la Gráfica 3. la respuesta al glucocorticoide 

sobre los niveles de ARNm de la insulina en las ratas Sprague-Dawley fueron 

similares a los encontrados en los islotes provenientes de las ratas de la cepa 

Wistar. 
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EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LO NIVELES DEL ARNm DE 
INSULINA EN PRESENCIA O AUSENCIA DE SUERO 

En islot- de ratas Wistar (n=6) 

Gráfica 1.-Efecto de la dexarnetasona sobre los niveles de ARNm de la insulina en 
presencia o ausencia de suero. Los islotes fueron aislados de ratas Wistar por 
colagenasa y sembrados para su recuperación durante 17 h aproximadamente, después 
de este periodo se retiró el sobrenadante y se sembraron en medio suplementado con 
10% de Suero de bovino fetal (SBF); o en medio suplementado con 0.5% de Albumina 
(BSA), en presencia o ausencia de 1 µM de dexametasona durante 24 h. Como control 
positivo los islotes fueron tratados con 8-Br-AMP cíclico (1mM). Cada barra representa la 
media de los porcentajes ± el error estándar (E.S) de 6 experimentos independientes en el 
estudio de la dexametasona y 3 experimentos para el AMPc. La significancia fue evaluada 
por la prueba de Student. Ps 0.05. 
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EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE LA 
GLUCOCINASA 

En Islotes obtenidos de ratas Wistar (n.:3) 

··.-~ 

1.::. ===== 
GRÁFICA 2.-Efecto de la dmrametasona sobnl loa niveles de ARNm de ta 
glucocinasa pancreática. Los islotes fueron aislados de ratas Wistar por colagenasa y 
sembrados para su recuperación por 17 h aproximadamente, después de este periodo se 
retiró el sobrenadante y se sembraron en medio suplementado con 10% de Suero bovino 
fetal (SBF), en presencia o ausencia de 1µM de dexametasona durante 24 h. Cada barra 
representa la media de los porcentajes ± el error estándar (E.S) de 3 experimentos 
independientes. La significancia fue evaluada por la prueba de Student.Significacia 
•P<0.05. 
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EFECTO DE LA DEXAMETASONA SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE LA 
INSULINA EN PRESENCIA O AUSENCIA DE SUERO 
En islotes obtenidos de ratas Sprague Dawley (n=4) 

r:4»•1 Control 

.:::: : 

Gráfica 3.-Efecto de la dexametasona sobre los niveles de ARNm de la insulina en 
presencia o ausencia de suero Los islotes fueron aislados de ratas Sprague-Dawley por 
colagenasa y sembrados para su recuperación durante 17 h aproximadamente. después 
de este periodo se retiró el sobrenadante y se sembraron en medio suplementado con 
10% de Suero de bovino fetal (SBF), panel A; o en medio suplementado con 0.5% de 
Albumina (BSA}, panel B, en presencia o ausencia de 1µM de dexametasona durante 24 
h. Como control positivo los islotes fueron tratados con el agonista Forskolina. Cada barra 
representa la media de los porcentajes ± el error estándar (E.S} de 4 experimentos 
independientes en el estudio de la dexametasona y 2 experimentos en tos de Forskolina. 
La significancia fue evaluada por la prueba de Student. p,;; 0.05. 
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se encontró que la dexametasona no afecta 

significativamente la expresión del gen de la insulina. Esta falta de efecto se 

observa tanto en los islotes cultivados en presencia o ausencia de suero (medio 

con albumina). Con estos resultados concluimos que la suplementación del 

medio de cultivo con suero no es una variable que determine la acción del 

glucocorticoide y que las discrepancias existentes en la literatura sobre el efecto 

de los glucocorticoides en la regulación de la expresión de la insulina no se deben 

a un efecto producido por los factores presentes en el suero. 

Nuestros resultados son similares al efecto encontrado por Gremlich y 

cols. (1997). Existen sin embargo algunas diferencias entre las condiciones de 

cultivo usadas por estos autores y nuestros experimentos. En los experimentos de 

Gremlich la recuperación de los islotes se efectuó en medio RPMI 1640 

conteniendo 11 mM de glucosa y 10% de suero bovino fetal, posteriormente a 

esta recuperación, los islotes son transferidos a medio RPMI conteniendo 2.8 mM 

de glucosa por 24 horas. para finalmente efectuar el tratamiento con 

dexametasona en medio RPMI sin suero conteniendo 5.6 mM de glucosa. En 

nuestros experimentos la recuperación de los islotes se efectuó en las mismas 

condiciones de Gremlich, pero a diferencia de estos autores, la incubación con 

dexametasona se efectúa al dia siguiente en medio RPMI con 11 mM de glucosa 

en presencia o ausencia de suero. La similitud de los resultados entre los grupos 

indica que las diferencias metodológicas del cultivo no son determinantes en la 

acción de la dexametasona. 

Resulta intrigante la diferencia encontrada entre los resultados de este trabajo de 

Tesis y los previamente encontrados en nuestro laboratorio {Fernández Mejía 

datos no publicados). en donde se observó un decremento de los niveles de 

ARNm de la insulina en los islotes de ratas Wistar cultivados en presencia de 
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suero, es posible sin embargo que la presencia de algún factor en el lote de suero 

de los experimentos previos sea la responsable de esta diferencia. 

Por otra parte, es dificil explicar la diferencia encontrada entre nuestros 

experimentos en ausencia de suero (BSA 0.05%) y los resultados obtenidos por 

Philippe y cols. 1992. Una posibilidad es la utilización de diferentes cepas de 

ratas. donde el grupo de Philippe utilizó ratas de cepa Sprague-Dawley, en tanto 

que nosotros utilizamos ratas de la cepa Wistar. Sin embargo como se muestra 

en los resultados (Gráfica 3), la diferencia de cepa no es una determinante 

en el efecto de la dexametasona. Otra posibilidad, es una diferencia 

metodológica, ya que en los experimentos de Philippe se usaron tiempos de 

recuperación de 3 horas y en nuestros experimentos la recuperación se efectuó 

. por 17 horas. Para descartar esta posibilidad se realizaron una sene de 

experimentos donde se analizó el efecto del tiempo de recuperación sobre la 

expresión del gen de la insulina. Los resultados obtenidos sugieren que el tiempo 

de recuperación no interviene en el efecto de la dexametasona. ya que en ambos 

casos la diferencia de ARNm respecto a su control no tuvo una diferencia 

significativa (control 100%, 17 horas de recuperación BSA Dex 102% y 3 horas 

de recuperación BSA Oex 100.65) 

Finalmente, en estos estudios encontramos que en los cultivos de islotes la 

dexametasona incrementa más de 260% la expresión del gen de la glucocinasa. 

La glucocinasa es una enzima determinante en la regulación de los niveles de 

glucosa sanguíneos que encuentra presente en el hígado y en las células beta del 

páncreas (Weinhouse, 1976). En el hlgado la glucocinasa es el paso 

determinante en la captación de glucosa post-prandial (Bedoya y cols. 1986 ). En 

el páncreas su actividad es esencial en la secreción de insulina en función de los 

niveles de azúcar en la sangre (Matschinsky, 1996). La clonación del gen de la 

glucocinasa puso de manifiesto la existencia de un único gen con dos diferentes 

promotores (Magnuson, 1989 y 1990), lo que indica que la transcripción de la 
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glucocinasa se encuentra regulada de manera diferente en estos dos tejidos. La 

mayor parte del conocimiento sobre la regulación de la expresión y actividad de la 

glucocinasa proviene de investigaciones efectuadas sobre la isoenzima hepática 

(Sibrowski y Seitz 1980, Minderop y cols.1987). En contraste. es escasa la 

información sobre los factores que regulan la expresión de la glucocinasa 

pancreática. 

Gran parte de los conocimientos existentes sobre la regulación de la glucocinasa 

pancreática provienen de los traba¡os efectuados por nuestro grupo (Fernández -

Mejia 1992, Cabrera-Valladares y cols.1999, Romero-Navarro 1999). Estos han 

dejado establecido que la glucocinasa pancreática es capaz de ser regulada 

transcripcionalmente, hallazgo que se opone a la idea previamente aceptada. de 

que el gen en el páncreas sólo era capaz de expresarse en forma constitutiva. y 

que su regulación no se debla a cambios en la expresión del propio gen. 

Nuestros estudios también han puesto de manifiesto que existen diferencias entre 

la regulación de la isoenzima hepática y la pancreática (Fernández-Me¡la 1992. 

Cabrera-Valladares y cols.1999, Romero-Navarro 1999 ). 

Diversos estudios encontraron que los glucocorticoides tienen un efecto positivo 

en la expresión de glucocinasa hepática (Fernández 1992. Newgard 1996). 

Estudios por Fernández-Mejla y Davidson 1992, encontraron que la 

dexametasona aumenta la actividad de la glucocinasa en la linea celular de 

insulinoma RINmSF. sin embargo existen múltiples diferencias entre la función de 

las lineas tumorales pancreáticas y las células pancreáticas normales (Fernandez­

Mejia y cols. 1997), entre ellas, la defectuosa secreción de insulina en respuesta 

a la glucosa en las lineas tumorales. Ya que la glucocinasa es determinante en la 

secreción de la insulina en respuesta a la glucosa, es por lo tanto importante el 

estudio de la regulación de la enzima en un modelo experimental fisiológico como 

lo es el cultivo primario de islotes. No existen en la literatura estudios que 

documenten el efecto de los glucocorticoides sobre el gen de la glucocinasa en 

40 



. cultivos de islotes, por lo que los hallazgos encontrados en esta tesis sobre el 

efecto de los glucocorticoides sobre la glucocinasa. sientan las bases para una 

nueva investigación. 
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CONCLUSIÓN 

El efecto de la dexametasona sobre los niveles de ARNm de la insulina no 

depende de la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo. 
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