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RESUMEN

Alteraciones de las vias de sefalizacion que controlan el transporte de
glucosa del tejido adiposo en un modelo de sindrome metabdlico.

Laboratorio de Nutricibn Experimental, Instituto Nacional de Pediatria, México DF, México

El Sindrome metabdlico (SM) es una combinacion de factores de riesgo como
obesidad, hipertensién, dislipidemia y resistencia a la insulina. La prevalencia del
SM ha incrementado en todo el mundo y se ha convertido en un grave problema
de salud publica. EI mecanismo de la etiologia del SM permanece aun sin
esclarecerse, sin embargo se ha reconocido la relevancia de la asociacion entre la
obesidad y la resistencia a la insulina que involucra la disfuncién del tejido
adiposo, por lo que el entendimiento del papel del adipocito en el desarrollo del
SM resulta de vital importancia. De hecho, las alteraciones que subyacen la
disfuncion del adipocito, como las vias de sefalizacion de la insulina y la via de la
cinasa dependiente de AMP (AMPK), que controlan el transporte de glucosa, no
han sido bien dilucidadas. Por lo que este estudio propone investigar proteinas
claves en las vias de sefializacion involucradas en la captacién de glucosa del
adipocito que pudieran estar afectadas en el SM y como afectan el transporte de
glucosa en ratas con SM.

Metodologia

El SM fue inducido por la alimentacion a 10 ratas con sacarosa al 30% en el agua
de beber durante 16 semanas. Ratas que fueron alimentadas con una dieta
estandar sirvieron como control. De estos animales se aislaron los adipocitos. Se
les afiadié metformina, AICAR e insulina a los adipocitos aislados y después se
determino el nivel de fosforilacion de las proteinas AMPK y AKT/PKB por Western
blot. El ensayo de captacion de glucosa se realizé mediante la incubacion de los
adipocitos con un analogo fluorescente de la D-glucosa (2-NBDG), mediante la
medicidn de la fluorescencia intracelular.

Resultados

La adicién de los respectivos activadores de las via de la insulina y la AMPK,
(metformina, AICAR e insulina) a los adipocitos aislados de ratas con SM,
muestran alteraciones en el estado de fosforilacion de AMPK y AKT entre las
distintas condiciones (control y SM), demostrando que la insulina no incrementa el
estado de fosforilacion de AKT tanto como la condicién control, mientras que la
metformina y el AICAR no incrementaron el estado de activacion de AMPK en
adipocitos de ratas con SM. En la captacion de glucosa mediada por insulina, los
adipocitos de ratas con SM necesitaron mas insulina para captar glucosa en
comparacién con su grupo control. Los resultados muestran  diferencias
sorprendentes entre los distintos activadores de AMPK (metformina y AICAR) en
la condicion control, mientras que en adipocitos de rata con SM no tuvieron efecto
en la captacion de glucosa. La metformina sorprendentemente disminuyo la
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captacion de glucosa mientras que el AICAR incremento la captacién de glucosa
en ambas condiciones.

Conclusion

Las alteraciones en las via de sefializacion de la insulina afectan disminuyendo la
captacion de glucosa; evidenciando un estado de resistencia a la insulina en el
adipocito de ratas con SM. Se plantea la posibilidad que AMPK tiene distintos
papeles en la captacion de glucosa, dependiendo de que heterotrimero de AMPK
sea activado.



ABSTRACT

Signaling pathways alterations involved in glucose transport of adipocytes in
metabolic syndrome

Experimental Nutrition Laboratory, National Institute of Pediatrics, México city,
México.

Metabolic syndrome (MS) includes a combination of clinical complications such as
obesity, hypertension, dyslipidemia, and insulin resistance. The prevalence of MS
has increased in the entire world and is becoming an important health problem.
The exact etiology of MS remains unclear, nevertheless it has recently been
recognized the relevance of the association among obesity and insulin resistance,
that directly involve dysfunction adipose tissue so understand the role of adipocyte
development pathophysiology of MS is vital.

In fact, alterations underlying adipocyte dysfunction such as signaling pathways
like insulin and AMP-dependent protein kinase (AMPK) and how they impact
glucose transport are not well understood.

Therefore this study proposes to investigate key proteins in the signaling pathways
involved in glucose uptake adipocyte that could be affected in the SM and how this
condition affects transport glucose | adipose tissue in rats with MS.

Methods

MS was induced by feeding 10 rats with 30% sucrose in drinking water during 16
weeks. Rats having standard diet served as controls. From these animals
adipocytes were isolated.

Metformin, AICAR or insulin were added to isolated adipocyte and then the level of
phosphorylation of AMPK and PKB/AKT was determined by Western blot. The
glucose uptake assay was performed by direct incubation of adipocytes with a
fluorescent D-glucose analog (2-NBDGQG), through the
measurement of the intracellular fluorescence.

Results

Addition of respective activators of insulin and AMPK pathways (metformin, AICAR
or insulin) to isolated adipocytes from rats with SM, showed alterations among the
distinct conditions (Control and MS) in adipocytes on AMPK and AKT
phosphorylation state, showed that insulin did not increase the phosphorylation
state of AKT, as well as control, while metformin and AICAR did not increase the
phosphorylation state of AMPK. In the glucose uptake mediated by insulin,
adipocytes with SM needed more insulin than Control group to uptake glucose.

The results showed striking differences among the distinct AMPK activators
(metformin and AICAR) on glucose uptake in Control condition, while in adipocites
of rats with MS, they have no effect in glucose uptake. Metformin surprisingly have
decreased glucose uptake compared to control. While AICAR increase glucose
uptake in both conditions.



Conclusion

Alterations in insulin signaling pathway decreased glucose uptake; showing a
state of insulin resistance in adipocytes of rats with MS. It raises the possibility that
AMPK exerts different roles in glucose uptake, depending which AMPK
heterotrimer is activated.



INTRODUCCION

México, como otros paises, se encuentra experimentando una transicion
epidemioldgica que presenta grandes retos al sistema de salud y a la sociedad.
A principios del siglo pasado, las primeras causas de mortalidad se
relacionaban con enfermedades infecciosas y parasitarias, salud materno-
infantil y deficiencias alimentarias. Sin embargo, para la segunda mitad de ese
siglo, las enfermedades no transmisibles (ENT) comenzaron a cobrar
importancia y sus complicaciones se han convertido en la principal causa de

mortalidad del pais y del mundo:

Las ENT, presentan la causa de defuncion més importante en el mundo, pues
acaparan un 63% del namero total de muertes anuales, significa que matan a
mas de 36 millones de personas cada afio. Cerca del 80% de las muertes por

ENT se concentran en los paises en vias de desarrollo.®®

Las ENT o cronicas son afecciones de larga duracion con una progresion

generalmente lenta, existen cuatro tipos principales de enfermedades de ENT son:
Las enfermedades cardiovasculares (ECV)
La diabetes

Las enfermedades respiratorias crénicas (por ejemplo, la neumonia

obstructiva cronica o el asma)

El cancer
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Figura 1 Porcentaje de mortalidad en México segun la Organizacion mundial
de la salud (WHO). Porcentaje de mortalidad en México segun la Organizacion
mundial de la salud (WHO). Segun la WHO en 2011 la mortalidad proporcional (el
% del total de muertes de todas las edades y de ambos sexos fue de 24% para
las ECV, 14% para la Diabetes, 12% para Canceres, 12% Cirugias, 6% para
Enfermedades respiratoria cronicas, 11% para Condiciones maternales,

. .. 0 2)
perinatales y nutricionales y 21% para otras ENT.
De manera muy importante dos de las principales causas de mortalidad mundial
estdn intimamente relacionadas; la diabetes Mellitus tipo Il y las ECV. La
diabetes, es una enfermedad cronica, que se manifiesta cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina
gue produce, es un factor de riesgo independiente para desarrollar ECV. Las ECV
son un grupo de desordenes del corazon y de los vasos sanguineos, donde los
ataques al corazén y los accidentes cerebro vasculares suelen ser fendbmenos
agudos, que se deben sobre todo, a obstrucciones que impiden que la sangre
fluya hacia el corazén o el cerebro.?® La relacién entre la diabetes y las ECV

esta comprendida en un concepto denominado Sindrome metabdlico (SM).



Sindrome Metabdlico (SM)

El SM esta definido como un conglomerado de anormalidades fisioldgicas,
antropomeétricas y bioquimicas que aumentan el riesgo de desarrollar ECV o
diabetes Mellitus tipo 11.4)

El SM es una condicidbn que genera una gran controversia, empezando por el
mismo nombre. Desde mediados de los afios 90°s existe evidencia que sefiala la
relacion entre las anormalidades metabdlicas y las ECV no fue hasta 1988 que
Gerald Reaven denomind a esta relacion con el término Sindrome X, fue

entonces que diversas asociaciones como:

La WHO, el Grupo Europeo para el Estudio de la resistencia a la insulina (EIGR),

el Panel del Tratamiento del Adulto IlIl en su Programa Nacional de Educacion
sobre el Colesterol (NCEP ATP Ill), la Asociacion Americana de Endocrinélogos
clinicos (AACE), la Federacion Internacional de Diabetes (IDF). Acufiaron
diferentes nombres como sindrome de resistencia a la insulina utilizado por la
EIGR y la AACE, y el sindrome metabdlico atribuido a la WHO, el NCEP ATP lll y
la IDF. “ (Tabla 1)



Tabla 1

Factores de riesgo incluidos en las distintas definiciones del SM.

La tabla describe los factores de riesgo incluidos por las asociaciones (OMS,
EGIR, NCEP ATP Ill, AACE e IDF) que se han definido al SM. ©
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Sobrepeso y obesidad

La clasificacion actual de Obesidad propuesta por la OMS (Tabla 2) est4 basada
en el indice de Masa Corporal (IMC), que se calcula con el peso de la persona (en
kilogramos) divido por la altura de la persona (en metros al cuadrados). De esta

manera, una persona con un IMC de 30 Kg/m2 o mayor es considerada con




obesidad y una persona con un IMC de 25 Kg/m2 o mayor es considerada con

sobrepeso.

Tabla 2 Clasificacion de la obesidad segun la WHO. Es una clasificacién que
estéa basada en el indice de Masa Corporal (IMC), que se calcula con el peso de
la persona (en kilogramos) divido por la altura de la persona (en metros al
cuadrados). ©

Clasificacion .
mic| 9/,
Normo Peso 18.5 — 24.9
Exceso de Peso > 25
Sobrepeso o Pre Obeso 25 — 29.9
Obesidad Grado I o moderada 30 — 34.9
Obesidad Grado II o severa 35— 39.9
Obesidad Grado III o moérbida > 40

Aunque en general, el exceso de grasa es definido usualmente por el IMC, es
importante sefialar que mas que el exceso de grasa por si mismo, es la
distribucion de grasa, especialmente en las regiones centrales del cuerpo (grasa
visceral, omental e intraabdominal) juegan un papel importante con la asociacién a
la resistencia a la insulina. /&)

Este almacenamiento excesivo de grasa ocurre principalmente en los adipocitos,
los cuales se ven afectados a tal grado que exhiben tanto hipertrofia como

hiperplasia del tejido adiposo (Figura 2).
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Figura 2 La disfuncion del adipocito. La disfuncion del adipocito se evidencia en
un proceso de hipertrofia e hiperplasia, que esté relacionado con anormalidades
intracelulares y sistémicas, incluyendo la resistencia a la insulina, produccion de
adipocinas, acidos grasos libres, mediadores inflamatorios que afectan la funcién
del endotelio , musculo esquelético y cardiaco.™”

Tejido adiposo

Se han identificado dos tipos de tejido adiposo en humanos y otros mamiferos, el
tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo marrén (TAM). Estos tejidos
adiposos tienen diferente color, morfologia, funciones metabdlicas vy

caracteristicas bioguimicas.

EL TAB se considera como el principal tejido que almacena el exceso de
nutrientes en forma de triacilgliceroles mientras que el TAM juega un papel en la
regulacion de la temperatura generando calor mediante el consumo de energia

almacenada en forma de triacilgliceroles.
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El TAB estd compuesto en su mayoria por adipocitos contienen una gran gota
unilocular de lipidos. A diferencia del TAM gque contiene multiples gotas de grasa

pequefias (multiloculares), es rico en mitocondrias y reside en depdsitos que son

altamente inervados y vascularizados.*V

Clasificacion del TAB y TAM segun su distribucion
Los depdsitos de tejido adiposo se distinguen por su localizacion anatomica en

humanos y otros animales. (Figura 3) (Figura 4)

TAB omental )
TAB epica rdico / TAB mesent e rico

TAB retroperitoneal ——»- <«—— TAB subcutaneo abdominal

. TAM supraclavicular
TAB subcutaneo gluteal —» TAB gonadal i

<— TAB femoral

TAM paravertebral — 5

TAM suprarenal ————>

Figura 3 Distribucion del TAB y TAM en humanos. A) TAB subcutaneo
(epicéardico, inguinal e intramuscular), TAB visceral (mesentérico, omental,
perigonadal y retroperitoneal). B) TAM (interescapular, supraclavicular y
perirenal)
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Distribucion de TAB y TAM en roedores®?

S T AM interescapular

' (entre los hombros)
/) / 4

T AM omental
T ABretroperitoneal TAM perirenal
T AB mesenterico S _ TAB perigonadal

}(-["' ‘

T <—— TAB intramuscular
TAB inguinal ——— .

Figura 4 Distribucion del TAM y TAB en roedores. Los depdsitos de TAB en
roedores incluyen los TAB subcutdneo anterior, incluyendo el TAB interescapular
y axilar (localizado en la region escapular), TAB inguinal (unido a lo largo de la
pelvis en el muslo de la extremidad posterior), TAB perigonadal (alrededor del
Gtero y ovarios en hembras y en los testiculos y epididimo en los machos), TAB
retroperitoneal (localizado entre la cavidad a lo largo de la pared dorsal del
abdomen, atras de los rifiones pero no unidos a los rifiones o mezclados con el
TAM perirenal) y TAB mesentérico (recubriendo la superficie de los intestinos). El
TAM en roedores esta localizado en discretos depdsitos vascularizados,
subescapulares y cervicales en el lado superior anterior del tronco y cuello, asi
como en partes de la aorta y rifiones. ‘12

El TAB esta distribuido a través del cuerpo y se clasifica en TAB visceral y TAB
subcutaneo. EI TAB subcutaneo esta localizado bajo la piel y provee aislamiento
del calor o frio. Mientras que el TAB visceral esta localizado dentro del peritoneo y
distribuido alrededor de los érganos internos. Y dependiendo su localizacion el

TAB visceral se clasifica en mesentérico, perigonadal, retroperitoneal y omental.
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El TAM se clasifica segun su distribucion anatdémica en interescapular, axilar,

paravertebral y perirenal. @2

Metabolismo del adipocito

El tejido adiposo blanco es importante en la homeostasis energética de
mamiferos, debido a su capacidad de almacenaje de triacilgliceroles, la reserva
energética mas importante en el cuerpo.

Los triacilgliceroles surgen de la sintesis de novo dentro de los adipocitos, asi
como de la reesterificacion secundaria a la lipdlisis de lipoproteinas plasméticas,
fuente de acidos grasos no esterificados (AGNEs) de cadena larga que son los
precursores de los triacilgliceroles.

Los adipocitos tienen una minima expresion de la enzima glicerol cinasa y
normalmente la gliceroneogénesis a partir de precursores de 3 carbonos es muy
baja, por lo que el glicerol-3-fosfato es en gran medida derivado de la glucolisis en

el adipocito. **
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Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es una condicibn que exhibe una respuesta
disminuida en los tejidos periféricos (adiposo, muscular y hepatico) a las acciones

biolégicas de la insulina. ¥

Existen diversas alternativas para medir la resistencia a la insulina. La prueba que
es considerada como el estandar de oro para evaluar la resistencia a la insulina es
la pinza euglicémica hiperinsulinémica (Clamp). Aungue debido a la dificultad para
realizar el Clamp, se han propuesto diversas opciones para la medir la resistencia
a la insulina como; la medicién de la insulina plasmatica en ayunas, la evaluacion
del indice homeostasis model assessment (HOMA-IR) y el quantitative insulin
sensitivity check index (QUICKI), Intravenous Glucose Tolerance Test (IVGTT),
Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) y por ultimo el indice Matsuda asi como

el Oral Glucose Insulin Sensitivity (OGIS). *®

Clamp

Se basa en la tasa de eliminacion de glucosa (tasa de infusibn de glucosa
exdgena) durante la fase hiperinsulinémica, el estudio provee una medicion de la

sensibilidad a la insulina periférica.

Usualmente, los estudios son realizados escogiendo una tasa de infusion de
insulina de 40mU m~2min~! por 2h hasta lograr un nivel fisiolégico de insulina en
suero de 600 pmol/l (100muU/l). A este nivel de hiperinsulinemia, en sujetos
saludables normales, la produccién de glucosa hepéatica es totalmente suprimida,

de este modo la estimacién de la eliminacién de glucosa es muy precisa.

15



IVGTT

Otra prueba de tolerancia a la glucosa intravenosa que consiste en una
administracion intravenosa de glucosa (300mg/Kg de peso corporal durante 2
minutos y una infusion de insulina (13 — 20mU/Kg de peso durante 5 minutos.
(Después de 20 a 25 minutos de la administracion de glucosa se mide la

concentracion de glucosa e insulina plasmética.

Modelo de evaluacion homeostatica de resistencia a la insulina (HOMA-IR)

Es un indice de resistencia a la insulina basado en la concentracion de insulina y

concentracion de glucosa.

[ mmol
HOMA=(insulina (m—U)) X le
L 22.5

QUICKI

Es un indice de sensibilidad a la insulina y utiliza una transformacion logaritmica

del producto de la concentracién de la glucosa y la insulina.

1

QUICKI= _

log insulina (T)Hog glucosa(%

OGTT

Este procedimiento usa la concentracion de glucosa e insulina medidas durante

las siguientes dos horas después de una carga de 75 g de glucosa via oral.
Otros indices han sido derivados de la prueba de tolerancia a la glucosa oral.

Los OGIS vy los indices Matsuda. Ambos métodos proveen un indice calculado

usando una formula derivado del modelo de OGTT y la concentracion de insulina y
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han sido validados en sujetos diabéticos y no diabéticos contra el Clamp

hiperinsulinémico euglicémico.

Obesidad y Resistencia a la insulina

Aproximadamente el 85% de la masa total de tejido adiposo en humanos
delgados es subcutanea, mientras que el 15% remanente es intraabdominal
incluyendo depésitos tanto viscerales como retroperitoneales.” Es importante
sefalar que cambios en el tejido adiposo son fendmenos comunes para la mayoria
de los individuos sanos y solo se convierte clinicamente relevante cuando la
acumulacién de grasa se asocia con problemas de salud.®?

Existen dos teorias que tratan de explicar la relacién molecular entre la obesidad y
la resistencia a la insulina.

La primera es que debido a la sobrecarga nutricional, existe una falla en la
acumulacion del exceso de nutrientes. Esto resulta en la fuga de acidos grasos de
los adipocitos y la consecuente acumulacion en otros 6rganos, tales como el
higado y el masculo esquelético. Por lo que esta acumulacién inapropiada afecta
negativamente la sensibilidad a la insulina en los tejidos involucrados.

La segunda hipoétesis sugiere que el exceso de nutrientes en el tejido adiposo
activa cambios cualitativos y cuantitativos en la produccién de adipocinas. Estas
funcionan después como moduladoras de la sensibilidad a la insulina y tiene como

consecuencia una resistencia a la insulina local y sistémica. °

Homeostasis de la glucosa

La homeostasis de la glucosa recae en la actividad de distintos tejidos. (Figura 6)
Las células pancredticas B, secretan insulina en respuesta niveles elevados de
glucosa en condiciones postprandiales. La insulina aumenta la captacion de
glucosa en musculo y tejido adiposo y también inhibe la produccién de glucosa por

el higado suprimiendo la glucogendlisis y la gluconeogénesis. En una condicion de
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ayuno, cuando los niveles de insulina son bajos, combinado con una elevacion en
las hormonas reguladoras como el glucagon, adrenalina y corticoides se promueve
la produccion de glucosa hepética y recientemente el cerebro ha emergido como
un 6rgano que coordina muchos de estos efectos, de manera directa e indirecta

censando la glucosa y la produccién de érganos periféricos.*”

Dieta
—
(LA
P2
" AN
»Glucosa Pom PR G
N \\_) > >
- \\ i
Higado " Intestino
CL( y
e 7 A
- /
Adipocitos / .
Tejido muscular
N Insulina

T

y
™

Pancreas

Figura 5 Accion coordinada de distintos 6érganos en la homeostasis de la
glucosa. La concentracion de glucosa plasmatica incluye la absorcion por el
intestino y la liberacion por el higado. El higado produce glucosa por degradacion
de glucdgeno asi como por gluconeogénesis y ambos procesos son inhibidos por
la insulina. La glucosa sanguinea se remueve por absorcion en practicamente
todos los tipos celulares, siendo los mas importantes el tejido muscular y el
adiposo, los cuales requieren insulina para captar glucosa. Recientemente se ha
propuesto que el Sistema Nervioso Central (SNC) puede también sensar la
concentracion de glucosa plasmatica mediante la regulacion de la
gluconeogénesis.*”



Adipocitos como reguladores de la glucosa.

Al principio, la idea que el tejido adiposo pudiera tener un efecto considerable en el
control glicémico sistémico, no fue facilmente aceptada. Estudios recientes han
determinado que el tejido adiposo implica solo una fraccion de la disposicion de
glucosa después de la comida (alrededor del 10 al 15%), con la mayoria del resto
tomada por el musculo. Aun asi, ha sido igual de claro que alteraciones en el tejido
adiposo tienen importantes implicaciones en la homeostasis de la glucosa.

Demasiada grasa (obesidad) y muy poca grasa (lipodistrofia) ambas son
asociadas con resistencia a la insulina. La asociacion entre obesidad y resistencia
a la insulina es probablemente una relacién de causa y efecto, ya que los estudios

en humanos y animales indican que la pérdida/ganancia de peso correlaciona con

el incremento/disminucién de la sensibilidad a la insulina, respectivamente. %

Datos de principios de los afios 70°s han sugerido una alteracion en la
sensibilidad a la insulina en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1. Desde
entonces la maquinaria de sefializacion intracelular de las acciones metabdlicas
de la insulina han sido dilucidadas y en buena medida ha sido demostrado que
alteraciones en esta via subyacen la fisiopatologia en un estado de resistencia a

la insulina.

Para un mayor entendimiento del mecanismo molecular que subyace la resistencia
a la insulina, es necesario comprender conceptos clave de transduccion de
sefiales que incluyen la modificacion proteinica por fosforilacion y la interaccion de
los dominios proteinicos asi como conocer las moléculas involucradas en

complicadas redes de sefalizacion.
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Senalizacion celular

Las modificaciones postraduccionales como la fosforilacién, glicosilacion
ubiquitinacion, nitrosilacién, acilacién, metilacion, lipidaciébn y protedlisis,
influencian varios aspectos fisiol6gicos normales y patologicos. Las cinasas llevan
a cabo reacciones de fosforilacién por la transferencia de un fosfato gamma del
ATP a grupos hidroxilo de varios sustratos incluyendo; lipidos, carbohidratos o
aminodcidos cuyo proceso es revertido por su correspondiente fosfatasa. %

Las cinasas de proteinas representan un conjunto Unico, altamente dinamico y
preciso que regula interruptores que controlan eventos biolégicos en las células
eucarioticas. !

Esta familia de enzimas tienen un dominio catalitico denominado proteina cinasa
gue comprende un segmento de 250 a 300 residuos de aminoacidos,

correspondiente en alrededor de 30 KD. ??

Todas las cinasas de proteinas hasta ahora caracterizadas con respecto a su
especificidad de sustrato caen dentro de dos clases. Especificas de serinas y

treoninas o especificas de tirosinas.

El estado de fosforilacion de una proteina esta controlado tanto por las cinasas de
proteinas que son enzimas que transfieren un grupo fosfato a la proteina asi
como por proteinas fosfatasas que son enzimas que remueven el grupo fosfato.
En vista del papel fundamental que desempefia la resistencia a la insulina en la
patogénesis de la obesidad, la diabetes tipo 2 y el SM, las estrategias dirigidas a
restaurar defectos en la sefalizacion de la insulina se han convertido en una
prioridad en la prevencion de estos trastornos metabdlicos. Los adipocitos, que
ahora son reconocidos como un recurso de hormonas circulantes, citocinas y
sustratos que influencian el balance energético sistémico y de manera muy
importante en la homeostasis de la glucosa, lo hacen a través del estimulo de la

insulina.
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El primer paso por el cual la insulina incrementa el almacenamiento de energia o
utilizacion, involucra la regulacion del transporte de glucosa dentro de la célula
mediado por el transportador facilitado de glucosa GLUT4. La localizacion celular
del GLUT4 es gobernada por un proceso de reciclamiento regulado, en el cual la
endocitosis, la clasificacion dentro de vesiculas, la exocitosis, la inmovilizacion, el

acoplamiento y la fusién de proteinas estan estrechamente regulados. ¥

Por otra parte, existe otro mecanismo que induce la translocaciéon de GLUT4 a la
superficie celular, aunque con una via de sefalizacion diferente, que implica la
captacion de glucosa por medio de la proteina cinasa dependiente de AMP
(AMPK) e independiente a la insulina, aunque este mecanismo ha sido bien
documentado en musculo esquelético. El efecto de la activacién de la AMPK en

tejido adiposo atn no es claro.

La via de la insulina es activada en una condicion de disponibilidad de nutrientes,
mientras que la via de la AMPK es activada en condiciones de escaces de

nutrientes. ¢©
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Transporte de glucosa

Las membranas plasméaticas de las células de mamifero tienen uno o mas
sistemas de transporte de glucosa hacia el interior de estas, con la finalidad de
mantener la concentracion de glucosa en un intervalo fisiolégico mediante

mecanismos homeostaticos. ¢”

La captacion facilitada de glucosa dentro de la célula es mediada por la familia de
transportadores SGLT2 y GLUTs. Estos transportadores permiten el transporte

bidireccional de moléculas de hexosa a través de la membrana plasmaética. (28)

Basados en estudios filogenéticos de la similaridad de las secuencias, la familia

GLUT de los transportadores de glucosa esta divididas en tres clases.

.17089: GLUT1
Wﬁmﬁnmez GLUT3
{ } 1s9ss: gLuta | Clasel
—-@ 23249: GLUT2 _|

——————————— 29970: GLUT9 =
—m—m.ouza }——30190: GLUT11
06582 19472:GLUTS | Clase II

e 21446: GLUT7

—{00000 }{00%e4} -36633: HMIT ™
.29270: GLUT6
-—{Q@l:m?& 26495: GLUTS | Clase III
06886 .28618: GLUT10
L .30118: GLUT12_

Figura 6 Filogenia de las clases de transportadores de glucosa Basado en el
analisis filogénico de similitud de secuencia la familia GLUT se divide en tres
clases. La Clase | incluye GLUT1-4 los cuales son 48-64% idénticos en humanos.
La Clase Il comprende al GLUT5, 7, 9, y 11 los cuales son 35-40% idénticos. La
Clase Ill esta compuesta por GLUT6, 8, 10, 12 y HMIT los cuales son 19-41%
idénticos.”
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Tabla 3 Especificidades de sustratos de los transportatores tipo GLUT. Se
muestra la afinidad de los distintos transportadores GLUT asi como el principal
sitio de expresion de los transportadores. (27.29)

] Km (mM) . o i .,
Proteina Molécula transportada Principal sitio de expresion

Glucosa, Galactosa, :
GLUT1 3-7 _ Ubicuo
Manosa y Glucosamina.

Higado y células beta

GLUT2 1.7 Glucosa i
pancreaticas
GLUT3 1.4 Glucosa Cerebro
Glucosa, ac.
GLUT4 6.6 Dehidroascorbico y Musculo y adipocitos
glucosamina
GLUTS Fructosa Epitelio intestinal y testiculos
GLUT6 Bazo, leucocitos y cerebro
Intestino delgado, rifién y
GLUT7 0.3 Fructosa 5
testiculos
Dentro de vesiculas
GLUT8 2 Glucosa )
lisosomales
GLUT9 Higado y rifién
GLUT10 0.3 Glucosa Higado y pancreas
GLUT11 Fructosa Musculo
Corazén, proéstatay
GLUT12

glandula mamaria

Km para la 2-Deoxyglucosa o glucosa

GLUT1 es expresado en todas las células y sirve para mantener las
concentraciones basales de glucosa. El transportador més importante sensible a la
insulina es el transportador GLUT4, el cual es expresado en muasculo, adipocito y
cerebro. El grado de captacion de glucosa en musculo y adipocitos es controlado
por los siguientes parametros. La concentracion de glucosa dentro y fuera de la
célula, el numero total de transportadores tipo GLUT localizados en la membrana

plasmética y las actividades cinéticas de estos transportadores. (29)
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Via de sefalizacion de la insulina

La insulina es el agente anabdlico fisioldgico mas potente hasta ahora conocido,
promueve el almacenamiento y la sintesis de lipidos, proteinas, y carbohidratos e

inhibe su rompimiento y liberacion dentro de la circulacion sanguinea.

La accion es iniciada con la unién de la hormona a la subunidad a extracelular del
receptor de insulina, lo que activa una cascada de fosforilaciones que crea una

compleja red que afecta multiples procesos biolégicos 32) (Figura 7)

Glucosa Insulina

s’g Blaza lipidica

Captacion de
glucosa

Expresicn de Sintesis de Sintesis de
genes glucdgeno proteinas

Current Biology

Figura 7 Via de sefalizacion de la insulina. Se muestra un panorama general

sobre la Ee?ulacién de las principales respuestas metabdlicas en las células por la
insulina.

24



La insulina

La insulina es un dipéptido de 51 residuos de aminoacidos que contiene una
cadena A y una B ligadas por puentes disulfuro. La cadena A comprende 21
aminoacidos mientras que la cadena B 30 aminoacidos, las dos cadenas estan

unidas por dos puentes disulfiro. (Figura 8)

. Residuos de aminoécidos involucrados en la asociacion
de 2 moléculas de insulina en un dimero.
. Residuos de aminoacidos involucrados en la asociaci6n
Cadena -A de 3 dimeros y 2Zn?* en un hexdmero 2ZN insulina.
i Residuos de aminoacidos de uni6n del sitio 1 al receptor
de insulina.
| Otros aminoacidos importantes para el reconocimiento
de la union al sitio 1 con el recptor de inuslina.

BEEEE N EER 114 3 ] |
P00LHHOOOOEEEOVEEPOHE <o
1 S & 8 ' NR BRI NS e N Residuos de aminoacidos de uni6n al sitio 2 del recptor
| : } deinsulina

Cadena -B

T e 1111
“ ©00000000000000000000000000000

Figura 8 Estructura primaria de la insulina. Los residuos de aminoacidos
envueltos en la asociacion de dos moléculas de insulina en un dimero se muestra
en color azul y el ensamblaje molecular de tres dimeros. se muestra en color rojo.
Los residuos de aminoécidos pertecientes a la union de la insulina con el receptor
de insulina en los sitios 1 y 2 estan indicaos por flechas rojas y azules
respectivamente. Los residuos de aminoacidos importantes para el reconocimiento
del sitio 1 de unién al receptor de insulina pero no pertenece a este sitio estan
insicados con una flecha azul delgada.®®

La insulina es una hormona producida por las células beta de los islotes
pancreaticos y es secretada hacia la circulacion portal, principalmente en
respuesta a gradientes de concentracion de glucosa. Otros factores como
aminoacidos, acidos grasos, acetilcolina, polipéptido activado por adenilato ciclasa
(PACAP), GIP, GLP-1, y algunos otros agonistas, juntos o en combinacion,

también influencian este proceso. 637 3334

Los efectos de la insulina, varian de acuerdo a la funcion fisiologica de los tejidos
u o6rganos concernientes y a la dependencia de la insulina en los procesos

metabolicos. Los tejidos mas responsivos ante la insulina son el musculo
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esquelético, el tejido adiposo y el higado. El primer paso por el cual la insulina
incrementa el almacenamiento de energia o utilizacion involucra la regulacion del

transporte de glucosa dentro de la célula, mediado por Glut4. %
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Receptor de Insulina (IR)

La insulina actia a través la union a su receptor, el cual es miembro de los
receptores activados por ligando y de la familia tirosina cinasa de proteinas de
sefializacion transmembranales, que colectivamente son reguladores importantes
de la diferenciacion celular, el crecimiento y el metabolismo.®® (Figura 9) El
principal papel fisiologico del receptor de insulina aparece en la regulacion
metabdlica, mientras que los demas receptores tirosina cinasa se encargan de la
regulacion del crecimiento celular y/o diferenciaciébn.  Los receptores tirosina
cinasa son alostéricamente regulados por su ligando y funcionan como dimeros.
La naturaleza de la union no covalente, dimérica, de la union ligando receptor
tirosina cinasa, es una caracteristica de toda la familia, pero el receptor de insulina

IR y los receptores relacionados cercanamente como el receptor IGF-1.67"

La union de la insulina ocasiona cambios conformacionales en el receptor de
insulina que activan el dominio tirosina cinasa de la porcion intracelular de las
subunidades. Una vez que los receptores de insulina tirosina cinasa estan
activados, se promueve la autofosforilacion de sus subunidades B, donde la
fosforilacion de tres residuos de tirosina (Tyrl1%®, Tyril62 y Tyr1163) son

requeridas para una amplificacion de la actividad de cinasa.®®

27



Figura 9 Esquema del receptor de Insulina. Conformado por dos subunidades
a y dos subunidades (. El receptor de insulina consiste en dos subunidades
extracelulares y dos subunidades transmembranales con actividad de tirosina
cinasa. La unién de la insulina al receptor de insulina induce la transfosforilacion
de una subunidad por otra en tirosinas especificas en el asa de activacion,
resultando en un incremento en la actividad catalitica de la cinasa. ¢
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Sustrato del Receptor de Insulina (IRS)

El receptor de insulina atrae un grupo de proteinas adaptadoras intracelulares que
median su actividad biolégica. Este receptor fosforilan a proteinas de la familia
IRS (IRS-1 a IRS-4) para propagar sus funciones metabdlicas (Figura 10) y
promotoras de crecimiento, entre estas moléculas, IRS-1 e IRS-2 destacan como
puntos clave en la regulacién con respecto a la sefializacion de la insulina. Es por
esta razén que resultan un punto de convergencia para diversos estimulos
extracelulares, la fosforilacion de IRS-1/2 provee un mecanismo para el
entendimiento de la sefializacién de insullina y otras vias de sefializacion. Incluyen
el dominio de homologia con plekstrina (PH), el dominio de unién a fosfotirosinas
(PTB) y el dominio de homologia IRS-3 (IH-3). Muestran una alta homologia en la
secuencia de las dos isoformas de IRS. IRS-1 e IRS-2 forman un complejo con la
cinasa 3 de fostatidilinositol (PI3K) en respuesta a la estimulacién con insulina y

son fosforilados de nuevo por PI3K. €%

Adicionalmente, las proteinas IRS e IR comparten mecanismos de regulacién en
comun: son activadas por la fosforilacion de tirosinas y son negativamente
reguladas por las proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs), fosforilacion de serinas y
la regulacion inducida por ligando. Las proteinas IRS tienen tanto el dominio de
homologia a pleckstrina como el dominio de unién a fosfotirosinas cerca de la
region N-terminal que cuenta con una alta afinidad de estos sustratos con el RI.
Las proteinas IRS contienen hasta 20 sitios de tirosinas fosforilados después de la
fosforilacion por el Rl, que se unen a moléculas intracelulares que contienen

dominios de homologia Src-2 (dominios SH2). “®
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Figura 10 Organizacion estructural de los dominios de IRS. Las cuatro
isoformas de IRS, IRS1, IRS2, IRS3 e IRS4, comparten un dominio PH, un
dominio PTB y varios sitios de fosfoorilacién de residuos de tirosinas y serinas.
Las posisiones de los residuos de tirosinas y que son fosforilados por el Rl y los
residuos de serina y las cinasas responsables de esta fosforilacion. Los circulos
azules representan sitios de regulacién positiva, mientras que los circulos rojos
sitios de regulacion negativa. La combinacion de ambos colores muestra sitios de
regulacion que han sido reportados tanto como reguladores positivos como
negativos bajo diferentes condiciones. Los circulos blancos representan sitios de
fosforilacion con efecto desconocido. “?
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Cinasa 3 de Fostatidilinositol (PI3K)

La activacion de la cinasa 3 de fosfatidilinositol es un evento critico temprano en
las células, en respuesta a una variedad de factores de crecimiento, citocinas y

hormonas incluyendo la insulina.“*?

Las PI3 cinasas estan codificadas por una familia de genes muy conservada la
cual puede dividirse en tres clases. (Figura 11) La clase la de las PI3K existe
como un heterotrimero el cual consiste en una subunidad adaptadora y una
reguladora asociada estrechamente a una subunidad catalitica. Las PI3K de clase
1b se asocian con una familia distinta de subunidades adaptadoras a las
subunidades adatadoras de la clase 1la y no existe evidencia que sefiale que son
activadas por insulina. La clase 2 de las PI3K son ampliamente expresadas y
pueden ser activadas por insulina. La clase 3 de las PI3K son también

ampliamente expresadas pero estas solo usan fosfatidilinositol como sustrato. “%

Dominio Domino

Ry . Dominio .
Geundn  de union P Dominio cinasa
a P85 aRas

Clzze 12 ‘W
Cla=e 1b w Dominio
cz
Clase 2 "’.‘E"\_O—O
Nl
Claze 3 %

Figura 11 Estructura del dominio de la subunidad catalitica de PI3K. El
dominio de unién de p85 se muestra en rojo, los dominios de uniébn a Ras en
amarillo, los dominios de homologia de la cinasa de fosfoinositidos en blanco con
negro y los dominios cinasas en rosa y el dominio C2 en blanco. “?

En mamiferos, estas PI3Ks, consisten en una subunidad catalitica (p110a, p1108

o p1108) y una subunidad reguladora mas pequefa, de la que existen cinco
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isoformas (p85a, p85RB, p55y , p55a and p50a) que colectivamente son conocidas
como P85s.

En células estimuladas por insulina, el reclutamiento del complejo p85-p110 hacia
los residuos de fosfotirosinas en el receptor activado o en moléculas activadas en
la subunidad p85, lo que conlleva a aproximar la subunidad p110 a los lipidos
cercanos y libera de la inhibicibn a pl110, permitiendo la produccion de
Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (Ptdins-3,4,5)-trisfosfato.“? (Figura 12)

Receptor o molécula
adaptadora

PIP, > PIP,
Estimulacion t
Estabiizacion % 7

7\ Fosforlacién de pr,

Reciutamiento
Tyr +
p85 p110 de-inhibicidn

Dominio

e Inhibicion

Figura 12 Mecanismo de regulacion de la PI3K clase la. P85 estabiliza la p110
e inhibe la actividad de cinasa de lipidos en células sin estimulo. El reclutamiento
de p85-p110 al receptor activado o0 a moléculas adaptadoras, después del
estimulo celular permite la des-inactivacion del comglejo p85-p110y su
interaccion con los sustratos de lipidos cercanos. “?

Los receptores con actividad de tirosinas cinasas, incluyendo al receptor de
insulina, estimulan la las PI-2 cinasas clases la. Estas enzimas fosforilan al
fosfatidilinositol, Ptdlins-4-fosfato y al Ptdlins-(4,5)-bisfosfato, aunque de manera
preferentemente lo hacen con el de Ptdlins (4,5)P, , por lo que el principal
producto es el Ptdlins (3,4,5)-trisfosfato. “?

La PI3K posee especificidad dual, actuando como una cinasa de fosfolipidos asi
como teniendo actividad de cinasa de serina. La enzima PI3K consiste en una
subunidad catalitica y una reguladora, cada una de las cuales ocurre en varias
formas, la activacién de la subunidad catalitica depende de la interaccion de dos

dominios SH2 en la subunidad reguladora, con motivos fosfotirosina especificos
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en las proteinas IRS de la secuencia (pY)MXM and (pY)XXM. PI3K activa
reguladores criticos de la sefializacion de la insulina, catalizando la formacion de
un segundo mensajero PIP; en la célula para que proteinas con dominio PH
pueden unirse al PIP; y volverse localizables en la misma region, lo cual permite

su activacion. ¢+ 4%
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Proteina Cinasa dependiente de fosfoinositido (PDK)

PDK-1 es una enzima clave en la via de sefalizacion de la insulina, que se
encuentra rio debajo de la PI3K, PDK1 consiste en una proteina cinasa con un
ndcleo catalitico de una extension de 75 aminoacidos en la region N-terminal y un

dominio PH en la regién C-terminal. “® (Figura 13)

Dominio cinasa

PDK1 _|

Figura 13 Organizacion estructural de PDK. Contiene un dominio PH que
interacciona con los fosfoinositidos y un dominio cinasa con el que transfiere
fosfatos a la proteina cinasa B (AKT/PKB). “®)

La proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositido (PDK1), es responsable de la
activacion de la proteina cinasa B (AKT/PKB) y proteinas cinasas C atipicas
(aPKCs). PDK1 fosforila los bucles de activaciéon de AKT/PKB en la Thr 308 y de
manera relevante AKT/PKB requiere una segunda fosforilacion en la Ser*’3 para
su completa activaciéon y dado que PDK1 es incapaz de fosforilar la Ser 473, la
existencia de PDK2 se ha postulado. (Figura 14)

Aungue existe controversia por la cinasa que fosforila a la Ser*”3 por lo que se han
propuesto otras moléculas incluyendo la proteina cinasa Ca (PKCa), la cinasa
ligada a integrinas, la proteina cinasa mutada telangiectasia-ataxia (ATM),
proteina cinasa dependiente de DNA (DNA-PK) y autofosforilacion por AKT
misma, Incluso el blanco mamifero de rapamicina mTOR, en complejo con la

proteina homoéloga a LST8 asociada a MTOR (mLST8), mSin y rictor. “% 4
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Figura 14 Mecanismo de regulacion y activacion de PKBa por PDK-1y PDK-
2. La estimulacion de células con insulina incrementa la concentracion de Ptdins
(3,4,5)-Trisfosfato. Lo que desencadena el reclutamiento de PKBa y aumenta la
proximidad con PDK1, la cual transfiere un fosfato a PKBa en el residuo de
Thr308 mientras que PDK2 en residuo Ser 302. ¢
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Proteina cinasa B / AKT

AKT es una cinasa de serina/treonina que es un blanco que se encuentra rio abajo

de la via de sefalizacion de PI3K.

Existen tres isoformas de AKT/(PKB) codificadas por distintos genes vy la
funcionalidad especifica de las isoformas ha sido demostrada en vias de
sefializacion de metabolismo y crecimiento. Akt1 o PKBa, Akt2 o PKBB y Akt3 o
PKBY'. (Figura 15) Los tres genes tienen mas del 85% de homologia, los primeros
100 aa de la region N-terminal poseen un dominio PH que une fosfolipidos, una
region pequefa rica en glicina que une el dominio PH con el dominio catalitico.
Las tres isoformas de AKT/PKB poseen residuos conservados de serina y treonina
(T308 y S473 en Akt/PKBa) que junto con el dominio PH son criticas para la
activacion de Akt/PKB. ©°

Akt1/PKBa T308 $473
|
-
i{ PH catalytic —kegul.]
J

AK2/PKBJ T309 S474
:[ PH k- talyti | 'regull:]
i | catalytic o
—\
Akt3/PKBy 1302 S472

l I

o2
PH 4( catalytic kegul.l

Figura 15 Organizacion estructural de las isoformas de AKT. Todas las
isoformas de AKT/PKB contienen un dominio PH, un dominio catalitico y un
fragmento regulador en la regiéon C-terminal. Asi como residuos de Ser y Thr
conservados que son necesarios para la activacién de AKT/PKB. ©°
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AKT/PKB activada fosforila multiples sustratos y controlan una variedad de
respuestas rio abajo dependiendo del tipo celular. En algunos casos, la
fosforilacién por si misma regula la actividad de sus blancos, mientras que en

otros la union de las proteinas 14-3-3. “®

La actividad de AKT es modulada rio abajo de PI3K , siguiendo un proceso de
varios pasos, AKT en su regién N-terminal contiene un dominio PH, el cual es
reclutado a sitios de la membrana plasmatica con un alto contenido de Ptdins-
(3,4,5)-trisfosfato, PtdIns-(3,4)-bisfosfato producidos por PI3K. Una vez reclutada
a la membrana plasméatica, AKT es fosforilada en dos sitios para su completa
activacion, uno en el dominio catalitico en el residuo Thr3°® de AKT1 por PDK y la
otra dentro del dominio hidrofébico terminal Ser*’3.  Una vez activada AKT
fosforila sustratos distribuidos en toda la célula como la glucégeno sintasa cinasa
(GSK3), regulador de la sintesis de glucogeno, la GTPasa Rheb activadora del
complejo de proteinas de esclerosis tuberosa TSC1/2, regulando mTOR vy la
sintesis de proteina, el factor de transcripcion FOXO, regulando la expresion de
genes gluconeogénicos, regulando la apoptosis y de manera muy importante la
proteina Rab GTPasa miembro de la familia de proteinas con dominio Tre-
2/BUB2/cdc 4 (TBC1D4) también conocida como sustrato de AKT (AS160)
implicada en la regulacion de la captacion de glucosa y multiples funciones

celulares. 7"

AKT/PKB puede regular el metabolismo de glucosa a muchos niveles, aumenta la
captacion de glucosa en tejidos responsivos a insulina como el tejido adiposo,
afectando los transportadores de glucosa GLUT1, GLUT3y GLUTA4.

AKT/PKB induce la expresiéon de GLUT1 y GLUT3 en células de hematoma de
raton (Hepalclc?) y la translocacion de GLUT4 a nivel de membrana plasmatica

en musculo esquelético y adipocitos. 4°°% %2
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TBCD1, TBCD4/AS160 y las proteinas Rabs

AKT tiene diversos blancos susceptibles a ser fosforildos , sin embargo los
relacionados la translocacion de GLUT4 son dos miembros de la familia de
proteinas con dominios tre-2/USP6, BUB2, cdcl16 (TBC1D1), el sustrato de AKT

de 160 kDa (también conocido como AS160 o TBC1D4). ©* (Figura 16)

Comparten solo el 50% de homologia entre estas dos proteinas, los dominios GAP
son 79% idénticos y existen sitios comparables de fosforilacion susceptibles a ser
fosforilados por AKT. Estas proteinas contienen dominios de union a fosfotirosinas
(PTB) en la regidon N-terminal y un dominio RAP-GAP (Proteina activadora de

GTPasas) en la region C-terminal. (Figura 21)
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TBC1D4 (AS160)

Figura 16 Organizacidon estructural de los dominios de TBC1D1 y TBC1DA4.
Ambas proteinas comparten el motivo PTB, dominio de unién a calmodulina (CBD)
y un dominio con actividad de GTPasa (GAP). Se muestra cada sitio que puede
ser fosforilado en respuesta a insulina o ejercicio en musculo esquelético. ©°

Son proteinas activadoras de GTPasas que actlan sobre pequefias proteinas G

de la familia Rab . La actividad del dominio GAP actla sobre pequefias proteinas
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G de la familia Rab y se han sefialado a las proteinas Rabs 2, 8, 10 y 14 como
sus blancos. Las proteinas Rab G son interruptores moleculares, en su forma
unida al GTP transmiten sefiales rio abajo a sus efectores y por lo tanto son
elementos esenciales en la sefalizacion dependiente de insulina. Por lo que las
GTPasas de Rab son reguladores esenciales del trafico vesicular intracelular a
través de la atraccion de efectores mecanicos responsables de la movilizacion y

fusion de vesiculas. ©

La insulina incrementa la fosforilacion en As160 en adipocitos 3T3-L1 y musculo
esquelético. En un estado basal, la actividad GAP de AS160 mantiene su blanco
Rab inactivo, unido a la forma de GDP, consecuentemente retiene a GLUT4 en
compartimentos intracelulares. Debido al estimulo por insulina, la fosforilacion de
AKT sobre AS160 desactiva su actividad GAP, por lo que las proteinas Rab
adquieren su conformaciéon activa unida a GTP, de este modo permitiendo el
trafico de GLUT4. ®¥ (Figura 17)

Basal Insulina

Translocacion de GLUT4

Figura 17 Esquema de interaccion entre AS160 y las proteinas Rabs. El
estimulo con insulina ocasiona que AKT transfiera un fosfato a AS160 e inhibe la
actividad GAP. Esto permite que el factor de intercambio de GDP/GTP y conducen
la activacion rio abajo de AS160 de las Rabs para la translocacién de GLUT4. ®4

En un estado basal, la proteina con actividad de GTPasa (GAP) de AS160

suprimen la actividad de Rab8A y Rab13. Mientras que el estimulo con insulna, la
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proteina AKT fosforila a AS160 e inhibe su actividad GAP. Esto permite el
intercambio GDP/GTP  mediado por el factor de intercambio de GDP/GTP,
mediando la actividad de las Rab8A y Rab13, permitiendo la translocacion de

glucosa. ®*
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Cinasa Dependiente de AMP (AMPK)

AMPK tiene un papel central en la regulacion del balance energético, tanto a nivel
celular como sistémico. Actla como un sensor energético en la regulacion de la
homeostasis de lipidos y glucosa y su activacion permite numerosos cambios
metabdlicos, es por esto que es critica en el control de desérdenes metabdlicos

como la obesidad, diabetes mellitus tipo Il y por ende en el SM. (60)

AMPK transfiere fosfatos y regula muchas proteinas concernientes al metabolismo
de los nutrientes, en gran parte actuando para suprimir vias anabdlicas
consumidoras de ATP mientras simultaneamente activa vias catabolicas
productoras de ATP. ©®©
Estos efectos pueden ocurrir a través de distintos mecanismos con cursos de
tiempo diferentes.

1) Efectos agudos sobre el metabolismo debido a la fosforilacion directa de

enzimas metabdlicas.
2) Efectos a largo plazo debido a cambios en la expresion de genes

3) Combinacion de efectos a largo plazo junto con agudos

Estructura de AMPK

AMPK es un heterotrimero que consiste de una subunidad a catalitica y
subunidades reguladoras B y Y. Cada una de estas subunidades existe como
multiples isoformas (a1,a2,81,2,Y1,Y2 y Y3) dando como resultado 12 posibles
combinaciones de heterotrimeros, con variantes de splicing afladiendo ademas a

las variantes de posibilidades. (Figura 18)©?

Las dos isoformas de la subunidad a, a; y a, contienen un dominio cinasa en la
mitad de la region N-terminal. La regién C-terminal es requerida para formar un

complejo con las subunidades By Y.
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Aparentemente no hay diferencia entre las especificidades por los sustratos entre
las subunidades cataliticas a1 y a2, incluso en algunos tipos celulares la
subunidad catalitica a2 tiene una localizacion preferentemente nuclear. En el tejido
adiposo la subunidad catalitica predominante es la isoforma a-1 y abarca la mayor
parte de la actividad de AMPK.

La actividad de AMPK es incrementada por tres mecanismos. Primero, hay un
efecto alostérico directo del AMP. Segundo, la unién del AMP permite al asa
catalitica ser fosforilada en el residuo Thr'’? por alguna de las potenciales
AMPKK’'s (cinasas de AMPK). La fosforilacion en la Thr'’? es esencial para la

activacion de AMPK. ©®

El tercer mecanismo es que la unién de AMP inhibe la desfosforilacién de la

aThr172 por proteinas fosfatasas, como la proteina fosfatasa 2C-a.

Estos tres efectos sobre AMP hacen al sistema muy sensible a pequefios

incrementos en AMP.

Las subunidades B contienen dos regiones conservadas localizadas en el centro
de la region C-terminal. La regién C-terminal es requerida para formar un complejo
funcional aBfY que es regulado por AMP, mientras que la regidon central

conservada es reconocida como un dominio de uniéon a glucégeno.

Las subunidades Y (Y7, Y5, y Y3) contienen una region N-terminal variable, seguida
de 4 repeticiones en tdndem de una secuencia de 60 aminoacidos llamados
motivos CBS. Estos actian para formar dos dominios denominados dominios

Bateman, cada uno de los cuales une a una molécula de AMP.

Cualquier estrés metabdlico que inhiba la produccion de ATP o acelere el
consumo de ATP, tendera a incrementar la relacion celular ADP:ATP, la cual sera
aumentada por la adenilato cinasa en un mayor incremento de la relacidon

AMP:ATP, con la consecuente activacion de AMPK_.6?
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Figura 18 Organizacion estructural de los dominios de la isoformas de
AMPK. Muestra las isoformas de AMPK(a,3,Y) con sus variantes de splicing asi
como Ia(s )regiones del mismo color indican que estan relacionadas con la misma
funcion.©®?

Se han identificado dos cinasas que median la fosforilacion de AMPK en la
subunidad catalitica a en la Thr!72, la primera es un complejo formado por la
LKB1 (cinasa de higado B1) y dos subunidades accesorias denominadas STRAD
y MO25, la fosforilacion de AMPK involucra los cambios en los niveles de AMP,
aunque no activan al complejo de LKB1, el efecto de los nucle6tidos es hacer a

AMPK un mejor sustrato para ser fosforilado por LKB1.

La segunda es la CaMKKp (Ca2+ /proteina cinasa dependiente de la calmodulina
cinasa B) lo que hace que los incrementos intracelulares de la concentracion de

Ca?* sean capaces de activar a AMPK independientemente de los cambios en los
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nucleétidos de adenina en células que expresan la proteina cinasa-f3 de la cinasa
dependiente de calmodulina (CaMKK}).

Por otro lado, las proteinas fosfatasa PP2a y PP2c tienen un papel importante en
la regulacion de la fosforilacion en la Thrl7? y consecuentemente con la actividad

de AMPK, aunque el mecanismo exacto que modulan su accién permanece aun

poco entendido. ® (Figura 19)
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Figura 19 Via de senalizacion de AMPK. El complejo constitutivamente activo de
LKB1-STRAD-MO25 continuamente transfiere un fosfato a AMPK, la cual, en
ausencia de sefales de baja energia es rapidamente desfosforilado por proteinas
fosfatasas.

En condiciones de estrés metabdlico, cuando las concentraciones, cuando la tasa
de consumo de ATP excede la produccion, por lo que la relacion ADP:ATP
incrementa. Lo que preovoca un cambio conformacional en AMPK y la hace
suceptible a ser fosforilada. La activacion de AMPK media su control sobre el
metabolismo por la fosforilacion de muchos blancos rio abajo,(AS160, PFK2,
PGC1a, ACC2, mTOR, ACC1, HMGR, y GS entre otras) resultando en el
restablecimiento de la homeostasis energética, inhibiendo vias anabdlicas y

promoviendo vias catabolicas. ¢*
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Activadores de AMPK

Numerosos activadores de AMPK fisiolégicos, naturales, farmacolbgicos y

hormonales son conocidos. ©

Fisiologicos

En tejido adiposo muscular, tanto el ejercicio como la restriccion calérica, son
factores estresantes metabdlicos que pueden activar a AMPK. De manera muy
interasente, se ha encontrado que contracciones de alta intensidad activan
preferentemente a heterotrimeros que contienen la isoforma catalitica a1; mientras

que los conformados por la isoforma a2 son activados por ejercicios de baja

intesidad.

Hormonales

Existen hormonas enddgenas que también pueden activar a AMPK dentro de las

gque destacan:

La Leptina, que es una hormona sintetizada y secretada por los adipocitos que

actuan sobre el cerebro y regula la ingesta de comida y el peso corporal.

La activacion de AMPK por leptina ha sido demostrada en tejido adiposo y
musculo esquelético, aunque puede actuar en casi todos los tejidos debido a que
casi todos expresan el receptor a la leptina, el mecanismo por el cual activa a
AMPK es por el incremento de la relacion AMP/ATP, esto se demostré en
musculo esquelético y de manera muy importante esto solo ocurre en los
heterotrimeros que contienen a la isoforma a2. La adiponectina es una proteina
secretada por el tejido adiposo, esta hormona actla a través de dos receptores
(adipoR1 y adipoR2) los cuales son expresados por el tejido adiposo y muscular
donde ha sido demostrado que activa a AMPK y regula los niveles de glucosa y

oxidacion de &cidos grasos. ¢4+%®

Farmacoloégicos

Dada la importancia que la activacion de AMPK podria tener en el tratamiento de

la diabetes mellitus tipo Il, numerosos agentes farmacologicos han sido
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desarrollados, basados en su mecanismo de accidn son divididos en cuatro

clases. ®V

1. Activadores que actuan indirectamente a través de la inhibicion de la
sintesis de ATP.

Dado que la deplecion de los niveles de ATP causa el incremento en los niveles
de AMP y ADP, AMPK es activado por cualquier compuesto que inhibe la sintesis
de ATP.

En los dltimos afios, mas de 100 productos naturales o extractos derivados de
plantas, han sido reportados como activadores de AMPK, dentro de los que

destacan los productos derivados de la planta medicinal Galega officinalis de la

cual fueron obtenidos la fenformina y la metformina. (Figura 20)
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Figura 20 Estructura quimica de los activadores de la AMPK gue actuan
indirectamente a través de la inhibicion de la sintesis de ATP. Dentro de este
grupo se encuentran la metformina, fenformina y el resveratrol entre otros.

En el caso de la metformina, que en su forma farmacéutica es el medicamento de
primera eleccion para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il, es un farmaco
gue entra por el transportador de cationes organicos (OCT-1) lo que conduce a la
inhibicion del complejo 1 de la cadena respiratoria por lo que ocasiona un
desbalance en los niveles de AMP/ATP que es sensado por AMPK y tiene como

consecuencia la activacion de la cinasa.
2. Pro-farmacos que son convertidos en analogos de AMP dentro de la célula.

El 5-Aminoimidazol-4-carboxamida Ribonucleodtido (AICAR) es un andlogo de
adenosina que es tomado por las células por los transportadores de adenosina y
fosforilado por la adenosina cinasa y convertido a ZMP. ZMP es un analogo de

AMP gque se une a AMPK en los mismos sitios que se une AMP y mimetiza todos

46



los efectos del AMP en el sistema de AMPK, aunque el ZMP tiene una menor

potencia comparado con el AMP.

Recientemente se ha desarrollado un compuesto sintético que actda por un
mecanismo tipo pro-farmaco. C13 es un diéster fosfonato, es tomado por las
células y convertido por las estearasas celulares en C2, un anélogo de AMP que
es un activador alostérico dos o tres 6rdenes de magnitud mas potente que el
AMP y cuatro 6rdenes de magnitud mas potente que el ZMP. Otra ventaja del C13
sobre el AICAR es que el C2, a diferencia del ZMP, no modula otras enzimas
sensibles al AMP como la glucégeno fosforilasa, fosfofructocinasa o la 1,6-

bisfosfatasa. (Figura 21)

Sin embargo el C2 es selectivo para los complejos que contienen a la isoforma a1

en lugar de la isoforma a2.
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Figura 21 Pro-farmacos que son convertidos en analogos de AMP dentro de
la celula. Dentro de este grupo se encuentran al AICAR y el C13.

3. Activadores alostéricos que se unen directamente a AMPK en sitios
distintos a los de union del AMP.
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El compuesto A-769662 no incrementa la relaciéon celular de ADP/ATP o
AMP/ATP, aunado a esto, activa a AMPK en células mutadas en la S108A en
la subunidad B1, insensibles al AMP, sin desplazar al AMP de sus sitios de
unién en la subunidad Y, sugiriendo que se une a sitios diferentes a los del
AMP, aunque, como el AMP, causan tanto la activaciébn alostérica y la
proteccion contra la desfosforilacion en la Thrl72. Y es selectivo para la

fosforilacion de los complejos formados por la subunidad 31 y no por lo de la

B2.

Otro activador, incluso mas potente, es el 991, este compuesto muestra mayor
selectividad por los complejos formados por la isoforma (31, sin embargo a
concentraciones mayores tiene la capacidad de activar a los complejos que

formados con la isoforma [32.

Un tercer compuesto, el MT 63-78 también muestra una selectividad por los
complejos formados por la isoforma B1, sin embargo esto no ha sido totalmente

comprobado.

Por ultimo el salicilato, es considerado un pobre activador de los complejos
formados por la isoforma 1 y la evidencia experimental apunta a que se une al
mismo sitio que el A-769662. (Figura 22)

Salicylate
HO Q

HO

Figura 22 Estructuras quimicas de los activadores alostéricos de la AMPK
qgue se unen directamente en sitios distintos a los de union del AMP. Dentro
de los que se encuentran el A-769992 y el salicilato entre otros.
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4. Estrés oxidativo.

Este mecanismo es un tanto controversial, debido a que existe la evidencia que
AMPK es activada por la oxidacion de dos residuos de cisteina (Cys299 y Cys304)
presentes en la regién de auto inhibicion de la subunidad catalitica a, sin embargo,
también se ha reportado que este mismo tratamiento modifica la relacion
AMP/ATP, lo que apuntaria a que la activacion de AMPK fuese debida a su
mecanismo de activacién candnico. Aunque recientemente se ha reportado que
AMPK es inactivada por el estrés oxidativo, debido a que la activacion de AMPK
fue prevenida por la tiorredoxina, en cardiomiocitos, por lo que el efecto del estrés

oxidativo permanece adn incierto. ¥

AMPK y la captacion de glucosa

Adicionalmente a la insulina, el ejercicio/contraccion, o las alteraciones en la
homeostasis metabdlica con agentes estresantes como desacoplantes
mitocondriales y bajo condiciones de hipoxia, todos incrementan los niveles de
GLUT4 a nivel de membrana plasmatica y promueven la captacion de glucosa en

musculo esquelético.

Sin embargo, a diferencia de la insulina, la cascada de sefalizacion que media los
efectos de la contraccion muscular y de estresores metabdlicos es independiente
de la via PI3K / Akt, lo que es atribuible a la via de sefalizacion de la cinasa
dependiente de AMP (AMPK). ©® (Figura 23)

Esta convergencia provee el mecanismo y punto de encuentro entre el transporte
de glucosa estimulado por el ejercicio y por la insulina.

AS160 y TBC11D1 comparten muchas caracteristicas en comun, sin embargo
dentro de sus diferencias destacan que AS160 tiene mas fosfomotivos
responsivos de AKT, teniendo un papel mas importante que TBC1D1 en la
translocacion de glucosa mediado por insulina. A diferencia de TBC1D1 que tiene

un fosfomotivo de AMPK, que es fuertemente fosforilado, cuando cultivos celulares
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son incubados con AICAR un compuesto que activa a AMPK. Aunque AMPK
puede fosforilar tanto a AS160 como a TBC1D1 el sitio S237 es Unicamente
encontrado en TBC1D1, por lo que la fosforilacion de TBC1D1 por AMPK se ha
propuesto por un mecanismo independiente de AS160 para el transporte de

glucosa mediado por el ejercicio.®

AMPK Akt
52i7 TSTG
TBC1D1 Humano [ne Pral
1 96 - 153 301-373 721 -757 800 - 994 1168
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|
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1 121 - 180 367 - 439 832 -876 918 -1121 1299

Figura 23 Residuos de aminoacidos fosforilados por AKT y AMPK. Diagrama
de TBC1D1y TBC1D4 en humanos, donde se evidencia que TBC1D1 incluye un
fosfomotivo de AMPK entre los dominios PTB, que esta ausente en AS160. ©2
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OBJETIVO:

« Evaluar las posibles alteraciones en las vias de sefializacion de la insulina
y la AMPK y su impacto en la captacion y utilizacion de glucosa a través del

transporte mediado por GLUT4 en un modelo de SM.

Objetivos particulares
* Inducir el sindrome metabdlico en ratas mediante una dieta alta en

carbohidratos.

» Evaluar la activacion de la via de la insulina en adipocitos de ratas con
sindrome metabdlico, mediante el estado de fosforilacion de sus
componentes (AKT, IRS).

« Evaluar la activacion de la via de AMPK en adipocitos de ratas con

sindrome metabdlico, mediante el estado de fosforilacién de AMPK.

« Evaluar el transporte de glucosa en respuesta al estimulo de metformina,

AICAR e insulina, utilizando un analogo fluorescente de glucosa.
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HIPOTESIS:

+ Las vias de sefalizacion de insulinay AMPK que controlan la captacion y
utilizacion de glucosa en el tejido adiposo, se encuentran alteradas en un

modelo de sindrome metabdlico.
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ANTECEDENTES

La resistencia a la insulina es un aspecto fundamental para la etiologia de la
diabetes tipo 2 y de manera muy importante también esta ligada a la obesidad,®”
%) que actualmente es un problema de salud que ha alcanzado proporciones

epidémicas.®

Aunque el mecanismo que relaciona la obesidad y la resistencia a la insulina
permanece aun sin esclarecerse, se asocia con un metabolismo anormal de
carbohidratos y lipidos. '?

En lo que respecta al metabolismo de carbohidratos, en particular con la captacion
de glucosa, la idea de que el tejido adiposo pudiera tener un efecto considerable
sobre el control glicémico global no fue en un principio una premisa aceptada.

Sin embargo, estudios recientes demostraron que el tejido adiposo comprende
una fraccion de la disposicion de la glucosa postprandial alrededor del (10-15%)

con la mayoria del resto tomado por el misculo.®”

Sin embargo, las alteraciones
en el tejido adiposo tienen profundas implicaciones en la homeostasis de la
glucosa. Aungque se desconocen las alteraciones que subyacen la disfuncion del
adipocito y como es que impactan en el transporte de glucosa. "

El principal transportador de glucosa es la proteina GLUT4 y juega un papel
primordial en la regulacion de la homeostasis de la glucosa. Es expresado
principalmente en musculo esquelético y tejido adiposo y juega un papel
importante en la homeostasis de la glucosa. El transporte vesicular de GLUT4
ocurre en respuesta al estimulo con insulina y a cambios metabdlicos que
desencadenan cambios en el estatus energético celular a través de la via de la
AMPK. /D

Se han demostrado alteraciones en la captacion de glucosa del tejido adiposo
mediado por insulina en humanos obesos en comparacion con individuos
delgados'™ sin embargo la captacién de glucosa mediada por AMPK, en

adipocitos es controversial. ("2
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Debido a que la mayoria de la evidencia experimental de la captacion de glucosa

(7477 y los resultados en esta

en adipocitos, se ha realizado en adipocitos 3T3-L1
linea celular son contundentes al sefalar que la activacion de AMPK promueve la
captacion de glucosa. Sin embargo, experimentos en adipocitos aislados de rata
han evidenciado que la activacion de AMPK tanto promueve como inhibe la

captacion de glucosa. (*7®
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METODOLOGIA

Modelo de estudio

A 20 ratas Wistar macho, de 200-250g, se les indujo el sindrome metabdlico
mediante una dieta alta en carbohidratos que contenia 30% de sacarosa en el
agua de beber, ad libitum, y alimento sélido estandar, la cual les fue administrada
durante 16 semanas.

Veinte ratas de igual sexo y peso fueron utilizadas como control y se alimentaron
con una dieta sin sacarosa en el agua de beber y alimento sélido estandar durante
el mismo tiempo.

Al término de las 16 semanas de dieta se extrajo una muestra de sangre total
proveniente de las ratas en ayuno durante toda la noche, a la cual se le separé el
plasma por centrifugacion a 12,000 xg durante 15 minutos a 4°C con la finalidad

de evaluar parametros como: glucosa, insulina, leptina, adiponectina.

Determinacion de triacilgliceroles

La determinacion de los triacilgliceroles se realizd por puncion de la cola al término
de las 16 semanas con 5 horas de ayuno mediante el empleo del instrumento
Accutrend GCT con el uso de tiras reactivas donde los triglicéridos son cortados
por una estearasa en glicerol y &cidos grasos libres. Dos pasos enziméaticos
adicionales convierten al glicerol en dihidroxiacetona fosfato y en perdxido de
hidrégeno. En la presencia de peroxidasa, el peroxido de hidrogeno oxida un

indicador y su concentracion es después medida por reflectancia fotométrica.
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Determinacion de insulina

La determinacion de insulina se realizé a partir del plasma por medio del ALPCO
Inmunoassays, Insulin (Rat) High Range ELISA, Cat 80-INSRTH-EO1, E10
realizado mediante un formato tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos
niveles de controles y una microplaca de 96 tubos, después de haber detenido la

reaccion, la microplaca se coloca en un lector de luminiscencia Turner Biosystems.

Determinacion de leptina

La determinacion de leptina se realizé a partir de plasma, por medio del ALPCO
Inmunoassays, Leptin (Mouse and Rat) High Range ELISA, realizado mediante un
formato tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos niveles de controles y
una microplaca de 96 tubos, después de haber detenido la reaccion la microplaca

se coloca en un lector de luminiscencia Turner Biosystems.

Determinacion de adiponectina

La determinacion de adiponectina se realizO a partir de plasma por medio del
ALPCO Inmunoassays, Adiponectin (Rat) High Range ELISA, realizado mediante
un formato tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos niveles de
controles y una placa de 96 tubos, después de haber detenido la reaccién , la

microplaca se coloca en un lector de luminiscencia Turner Biosystems.
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Determinacion de glucosa

La determinacion de Glucosa se realizé a partir de sangre total, por medio del kit
enzimatico de glucosa oxidasa SIGMA GAGO-20, donde la glucosa es oxidada a
acido glucénico y peréxido de hidrogeno por medio de la glucosa oxidasa, el
peréxido de hidrégeno reacciona con el o-dianisidino en presencia de la
peroxidasa y produce un producto colorido (café).

El o-dianisidino 6xidado reacciona con el acido sulfarico y forma un producto con
un color mas estable. El color rosa intenso se mide en el espectrofotometro a 540

nm y es proporcional a la concentracion de glucosa.

Aislamiento de adipocitos

A 40 mL de Amortiguador Krebs- Ringer que contiene 118mM de NaCL, 4.8mM de
KCL, 1.3mM KH,PO,, 1.3mM de MgSO,, 10mM de NaHCO;, 10mM de HEPES se
agrego 50 pL de 1M de CaCL, y 400 pL de 1M de glucosa. Se saturé6 95% 0, y
5% CO, y se tomaron 10 mL de KBH para agregarle 0.2g de BSA. En 7 mL de
KBH con BSA se disolvieron 10 mg de colagenasa tipo Il.

Se anestesi6 a la rata con pentobarbital para disectar el abdomen y extraer el
tejido adiposo retroperitoneal, el cual se peso y se transfirié a los 3mL restantes de
KBH con BSA, donde se cortd en pequefios trozos para incubarlos durante 40
min 37°C con colagenasa y con agitacion constante, para después filtrar el tejido
utilizando malla de toll, después se realizaron tres lavados con KBH sin BSA
desechando el infranadante entre cada lavado, por ultimo se resuspendié en KBH
sin BSA y se reparti6 1 mL en una placa multipozos, para incubarlos 1 h con
concentraciones crecientes de Insulina de 0, 10 y 100 nM, 4h con con
concentraciones crecientes de metformina de 0, 0.5 y 1 mM y 1h con

concentraciones crecientes de Aicar 0, 0.5y 1.0 mM.
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Por ultimo los adipocitos de cada pozo se transfirieron a un tubo Eppendorf para
quitar el infranadante. Y se agregé amortiguador de extraccion que contiene
50mM de HEPES, 50mM de KCI, 1mM de EDTA, 1mM de EGTA, 5mM de fosfato
B-glicerol, 0.1% (v/v) de Triton X-100, Inhibidores de proteasas (Complete, Roche),
50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de ortovanadato de sodio, 5 mM de pirofosfato
de sodio, 0.2mM PMSF (todos de Sigma-Aldrich).

Analisis por Western blot

Las muestras obtenidas por el aislamiento se centrifugaron a 12,000 xg durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante se recolecté en tubos nuevos y se cuantifico la
concentracion de proteina por el método de Lowry, usando BSA como estandar.
Las muestras fueron precipitadas con DOC 0.4% y TCA 70% para ser
resuspendidas en amortiguador de carga 1X que contiene 1.5M deTris pH6.8, 10%
de SDSGlicerol+Azul de Bromofenol, B-mercaptoetanol, 1M de DTT, 500mM de
EDTA vy separar las proteinas (90ug de proteina total) mediante SDS-PAGE en un
gel al 10% de acrilamida mediante una electroforesis y se transfirieron a una
membrana de PVDF(0.45uM). Para detectar las proteinas de interés con los
anticuerpos gque reconocen a la AMPK total y AMPK fosforilada (Thrl72) se
utilizaron en una dilucion de 1:1000 cada uno (Cell Signaling). IRS-1 total e IRS-1
fosforilada (Ser 302) se utlizaron a una dilucion de 1:500 y 1:1000 (BD
Transduction Laboratories y Cell Signaling) respectivamente. AKT total y AKT
fosforilada (Thr 308) se utilizaron a una dilucion de 1:1000 cada uno (BD
Transduction Laboratories y Cell Signaling) .

La visualizacién de las bandas se realiz6 a través de un anticuerpo secundario

anti-conejo IgG conjugado con peroxidasa (dilucion 1:2000, de Cell Signaling).
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Y se reveld con el reactivo Chemiluminescent HRP Substrate (MILLIPORE) que
consiste en luminol y solucién de peroxido en el Fotodocumentdor ChemiDOC
XRS (Biorad).

Las bandas observadas se cuantificaron usando el analizador de imagenes
Quantityone (Bio-Rad).

Captacion de glucosa

Los adipocitos aislados por la metodologia ya mencionada fueron resuspendidos
en KBH sin BSA y sin glucosa y se repartieron en placas multipozos que se
incubaron 1 hora y después se estimularon 20 minutos con concentraciones
crecientes de Insulina de 0.0, 10.0 y 100.0 nM y 1h con con concentraciones
crecientes de metformina (AICAR) de 0.0, 0.5y 1.0 mM. Después de este tiempo
se afadio 2-NBDG 30 uM en cada pocillo y después de 15 minutos se afadio
Citocalacina B 50 uM para inhibir el transporte de glucosa. Los adipocitos se
transfirieron a tubos falcon de 15 mL y se lavaron una sola vez con 7 mL de KBH
con glucosa y sin BSA desechando el infranadante. Se transfirieron 100 uL de
adipocitos a una placa de 96 pocillos y se midio la fluorescencia en el lector Turner
Biosystems con un filtro que comprende rangos de excitacion de 490nm y de
emisién de 550nm. Cada condicion se evalué al menos por triplicado y cada

ensayo se normalizo por la cantidad de proteina por el método le Lowry.

Analisis Estadistico

La prueba estadistica utilizada para el andlisis de Western blot asi como para los
ensayos de captacion y ELISA fue un ANOVA de una via con P<0.05 para lo que

se considero significativo.

Para la tabla de caracteristicas del modelo de SM se utilizé una t-student, *P<0.05.

59



RESULTADOS

Tabla 4 Caracteristicas del modelo de rata con SM. Ratas macho wistar de 200-
250 g de peso fueron alimentadas con sacarosa al 30% y alimento estandar
durante 16 semanas con su respectivo grupo control.

Variable Control SM
Peso de ratas(g) 437.08 +34.1 425.06 +47.3
n=21 n=21
Grasa abdominal (g) 11.89 + 4.69 *16.91 £ 4.32
n=21 n=21
% Grasa abdominal 2.66 +1.02 *3.93+1.01
n=21 n=21
Triglicéridos (mg/dL) 115.2 +13.3 *238.2+53
n=9 n=10
Leptina (pg/mL) 238.8 +33.30 *572.1+30.2
n=9 n=10
Glucosa (mg/dL) 132.1+55 131.3+9.1
n=9 n=10
Insulina (ng/mL) 5.64 £0.38 *9.20 £ 0.25
n=9 n=10
HOMA 1.8+£0.35 *2.98+ 0.28

Se muestran los parametros evaluados en el modelo de SM.
*P<0.05, t de student.
HOMAIR=(Glucosammol/LxInsulina ng/mM/22.5)
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Evaluacion del estado de activacion de AKT vy de la
expresion de la proteina AKT e IRS-1 en adipocitos de
rata con SM.

SM
Figura 24 CTRL
o 10 100 0 10 100 Insulina (nM)

—ssee | K

|- S| Actina

Figura 24 Inmunoblot representativos de la proteina pAKT, AKT, IRS y Actina
de adipocitos estimulados con insulina en el SM.
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Figura 25 Analisis densitométrico de la expresion de IRS relativo a la Actina de
adipocitos estimulados con insulina en el SM.
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Figura 26) DAKT/AKT
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Figura 26 Andlisis densitométrico del estado de fosforilacion de la proteina AKT
de adipocitos estimulados con insulina en el SM.
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Figura 27 Analisis densitométrico de la expresion de AKT relativo a Actina de
adipocitos estimulados
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Andlisis de la via de la insulina en adipocitos de ratas con SM por medio de la
activacion de AKT Los adipocitos aislados de rata CTRL y con SM fueron estimulados
con insulina a concentraciones de (0, 10 y 100) nM durante 5 min, para después por
medio del Western blot analizar la expresion de IRS-1 y AKT-1 la cual se realizo
mediante el cociente de la densitometria del blot de IRS-1 y AKT-1 (Figura 25 y Figura
27) entre el de Actina. El andlisis densitométrico evidencid que los niveles de expresion

de IRS-1y PKB-1/AKT-1 no fueron afectados en la condicion del SM.

El estado de fosforilacion de la proteina AKT-1 se realiz6 mediante el cociente de la
densitometria del blot de pAKT-1 entre AKT-1. (Figura 26) Los adipocitos CTRL
alcanzaron su mayor estado de fosforilacion desde la concentracion de 10nM y se
mantuvo con el estimulo de 100nM mientras que los adipocitos con SM alcanzaron el

maximo de su activacion hasta la concentracion de 100nM.

*P<0.05, n=3, ANOVA 1 via, prueba de: Bonferroni: Comparacion de todas las columnas

pares.
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Alteracion en la captacion de glucosa (2NBDG) en
adipocitos estimulados con insulina en el SM.

Figura 28)
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Figura 28 Alteracidon en la captacion de glucosa (2NBDG) en adipocitos estimulados
con insulina en el SM.

Adipocitos fueron aislados del tejido adiposo retroperitoneal de ratas Wistar, posteriormente
fueron estimulados con insulina a concentraciones de 10 y 100 nM durante 30 min,
posteriormente se cambio la glucosa del medio por un analogo fluorescente de glucosa (2-
NBDG) durante 10 minutos, por ultimo se adicion¢ citocalasina B y se lavaron los adipocitos
para medir la fluorescencia intracelular de los adipocitos en la condicion con SM de igual

manera que su respectiva condicion control.

En congruencia con el Western blot los adipocitos de rata con SM lograron captar glucosa
hasta la concentracién de 100 nM mientras que los adipocitos de rata control lo hicieron

desde la concentracion de 10 nM.

*P<0.05 vs CTRL, ~ P<0.05 vs CTRL10nM Ins , n=3, ANOVA 1 via, prueba de: Bonferroni:

Comparacion de todas las columnas pares.
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Alteraciones en el estado de activacion y expresion de
AMPK en adipocitos de rata estimulados con metformina
en el SM.

Figura 29

Figura 29 Inmunoblot’s representativos de la proteina pAMPK, AMPK y Actina de
adipocitos estimulados con metformina en el SM.
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Figura 30 Andlisis densitométrico del estado de fosforilacion de la proteina AMPK de
adipocitos estimulados con metformina en el SM.
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Figura 31 Analisis densitométrico de la expresion de AMPK relativo a Actina de

adipocitos estimulados con metformina en el SM.
Alteraciones en el estado de activacién y expresion de AMPK en adipocitos de rata
estimulados con metformina en el SM. Los adipocitos aislados de rata CTRL y con SM
estimulados con metformina a concentraciones de (0, 0.5 y 1.0) mM durante 4 h, para
después por medio del Western blot (Figura 29) se analizd la expresion de AMPK
mediante el cociente de la densitometria del blot de AMPK entre el de Actina. (Figura 31)
El analisis densitométrico evidencid que los niveles de expresion de AMPK no fueron
afectados en la condicion del SM. EIl estado de fosforilacion de la proteina AMPK se
realiz6 mediante el cociente de la densitometria del blot de pAMPK entre AMPK. (Figura
30) Los adipocitos control respondieron de manera dosis dependiente mientras que los
adipocitos de rata con SM no respondieron ante el estimulo con metformina, evidenciando
la alteracion de la via de la AMPK ante el estimulo con metformina. *P<0.05, n=5, ANOVA

1 via, prueba de: Bonferroni: Comparacion de todas las columnas pares.
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Alteracion de la captacion de glucosa (2NBDG)
estimulados con Metformina en adipocitos con SM

Figura 32)
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Figura 32 Alteracion de la captacion de glucosa (2NBDG) estimulados con
Metformina en adipocitos con SM.

Adipocitos fueron aislados del tejido adiposo retroperitoneal de ratas wistar,
posteriormente fueron estimulados con metformina a concentraciones de 0.5y 1.0 mM
durante cuatro horas, posteriormente se cambi6 la glucosa del medio por un analogo
fluorescente de glucosa (2-NBDG) durante 10 minutos, por ultimo se adiciond
citocalasina B y se lavaron los adipocitos para medir la fluorescencia intracelular de los
adipocitos en la condicion con SM de igual manera que su respectiva condicion
control. En los adipocitos de rata CTRL se observé una disminucion en la captacion de
glucosa como resultado del estimulo con metformina mientras que los adipocitos con

SM no reaccionaron ante ninguna de las concentraciones de metformina.

*P<0.05, n=3, ANOVA 1 via, prueba de: Bonferroni: Comparacién de todas las

columnas pares.
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Alteraciones en el estado de activacion y expresion de
AMPK en adipocitos de rata estimulados con AICAR en
el SM.

Figura 33)
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Figura 33 Inmunoblot’s representativos de la proteina pAMPK, AMPK y Actina de
adipocitos estimulados con AICAR en el SM.
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Figura 34 Analisis densitométrico del estado de fosforilacion de la proteina AMPK
de adipocitos estimulados con AICAR en el SM.
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Figura 35 Analisis densitométrico de la expresiéon de AMPK relativo a Actina
de adipocitos estimulados con AICAR en el SM.

Alteraciones en el estado de activacién y expresion de AMPK en adipocitos de rata
estimulados con AICAR en el SM. Los adipocitos fueron aislados de rata CTRL y
con SM, posteriormente fueron estimulados con Aicar a concentraciones de (0, 0.5y
1.0) mM durante 1lh, para después por medio del Western blot (Figura 33). La
expresion de AMPK se evalué mediante el cociente de la densitometria del blot de
AMPK entre el de Actina.(Figura 35) El analisis densitométrico evidencié que los
niveles de expresion de AMPK no fueron afectados en la condicion del SM. El
estado de fosforilacion de la proteina AMPK se realizé mediante el cociente de la
densitometria del blot de pAMPK entre AMPK. (Figura 34) Los adipocitos de rata
CTRL respondieron al estimulo de 0.5mM mientras que los adipocitos de rata con
SM no respondieron ante el estimulo con Aicar en ninguna de sus concentraciones.
En cuanto a la expresion de AMPK no hubo diferencia significativa entre ambos
grupos. *P<0.05, n=4, ANOVA 1 via, prueba de: Bonferroni: Comparacion de todas

las columnas pares.
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Alteracion de la captacion de glucosa (2NBDG)
estimulados con AICAR en adipocitos con SM
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Figura 36 Alteracion de la captacion de glucosa (2NBDG) estimulados con AICAR
en adipocitos con SM

Adipocitos fueron aislados del tejido adiposo retroperitoneal de ratas wistar,
posteriormente fueron estimulados con AICAR a concentraciones de 0.5y 1.0 mM
durante una hora, posteriormente se cambid la glucosa del medio por un analogo
fluorescente de glucosa (2-NBDG) durante 10 minutos, por ultimo se adicion6
citocalasina B y se lavaron los adipocitos para medir la fluorescencia intracelular delos
adipocitos en la condicién con SM de igual manera que su respectiva condicion control.
*P<0.05, n=3, ANOVA 1 via, prueba de: Bonferroni: Comparacion de todas las
columnas pares. Los adipocitos provenientes de ratas CTRL y SM aumentaron la

captacion de glucosa de manera dosis dependiente en funcion del estimulo con AICAR.

*P<0.05, n=4, ANOVA 1 via prueba de: Bonferroni: Comparaciéon de todas las columnas

pares.
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DISCUSION

El SM actualmente y de manera creciente es uno de los principales problemas de
salud publica en el mundo, por lo que ha adquirié cada vez mas importancia y por
lo que ha surgido una serie de controversias en cuanto a su definicién, valores de
corte, criterios de inclusion y de manera muy importante, mas alla de sefalar las
diferencias; la importancia radica en evidenciar las coincidencias entre las distintas
definiciones propuestas por las diversas asociaciones, como por ejemplo la
congruencia en sefialar a la obesidad como uno de los factores de riesgo de
mayor incidencia; y el planteamiento que de manera consensual sefala la
alteracion en el metabolismo de la glucosa y lipidos, que estan influenciados
directamente por la insulina, y por ende la resistencia a la insulina, que juntos se
comprenden como los componentes de mayor importancia entre todos los factores

de riesgo que involucra el SM.

El mecanismo que involucra la acumulacion del tejido adiposo, la resistencia a la
insulina y como esta relacion impacta en la homeostasis de la glucosa es de vital

importancia para la comprension de la fisiopatologia del SM.

La insulina es una hormona anabdlica que ejerce distintas acciones celulares, sin
embargo en lo que concierne a este estudio, se centra en su papel en la captacion
de glucosa en un tejido no tan ampliamente estudiado como lo es el tejido adiposo
y como es que proteinas clave dentro de esta via de sefializacion se comportan
dentro del SM. Sin embargo la via de la insulina no es la Unica via de sefializaciéon
involucrada en la capacién de glucosa; otra via que regula el metabolismo
energético denominada via de la AMPK también involucra la captacion de

glucosa.

Para entender como es que el metabolismo de la glucosa, en particular su
captacion se ve afectada por la condicion de SM y como es que las vias de
sefalizacion relacionadas con este proceso estan actuando, se trabajé con un

modelo de rata Wistar alimentada con sacarosa al 30% en el agua de beber
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durante 16 semanas con la finalidad de inducir el SM, al finalizar este periodo de
tiempo se extrajo una muestra sanguinea del animal para evaluar parametros de
interés relacionados con el SM como los triglicéridos donde el grupos con SM
demostré una elevacién significativa con respecto al CTRL demostrando la
presencia de una dislipidémia en el modelo, otro parametro evaluado fue la
glucosa sanguinea y lo que se encontr0 fue que no habian diferencias
significativas entre ambos grupos a pesar de la dieta alta en sacarosa, sin
embargo al evaluar los niveles de insulina plasmatico, se encontré que el grupo
con SM presentaba niveles de insulina significativamente mayores con respecto a
su grupo control, por lo que el siguiente paso fue la evaluacion mediante una
prueba indirecta la presencia de resistencia a la insulina con los datos de glucosa
e insulina plasméatica mediante el indice HOMA lo que resultdé en que el grupo con
SM se encontraba en una condicion de resistencia a la insulina, uno de los
principales factores de riesgo en el SM. Sin embargo y esto resulta ser de vital
importancia, no es necesario tener los niveles de glucosa sanguineos alterados
para presentar una alteracion en el metabolismo de la glucosa por lo que los
animales se encuentran en un estado de SM temprano o en etapa de
compensacion donde es posible mantener los niveles de glucosa sanginea debido

a los altos niveles de insulina.

La obesidad fue evaluada por el peso del tejido adiposo retroperitoneal con
respecto a su condicion CTRL, donde se encontré que el grupo con SM
presentaba obesidad con respecto al CTRL, lo que es congruente con la
evidencia experimental publicada en las Ultimas décadas que muestra que la
acumulacion del tejido adiposo abdominal estd asociada con la resistencia a la

insulina, como en este modelo.
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Durante las ultimas tres décadas, estudios sobre las alteraciones moleculares en
la via de sefializacién de la insulina, han permitido establecer una relacién entre
las alteraciones y el metabolismo de glucosa observadas en la resistencia a la
insulina. El tejido muscular y el adiposo, los dos principales sitios dependientes de

insulina para la disposicion de glucosa.

En este trabajo se evalud la expresiéon de la proteinas IRS-1 y PKB-a/AKT-1 asi
como el estado de fosforilacion de la proteina PKB-a/AKT-1, debido a que las
proteinas IRS juegan un papel central en la regulacion en la cascada de
sefalizacion de la insulina, ya que que son activadas directamente por el receptor
de insulina y de manera muy importante también sensan sefiales inhibitorias de la
via. Y en el caso de AKT existe una evidencia sustancial que argumenta que
actia como mediador de las acciones metabolicas de la insulina y juega un papel
en la direccion de vesiculas de GLUT4 a la membrana plasmética y de esta

manera promueve el transporte de glucosa.

Mediante el estimulo de los adipocitos con dos concentraciones 10 nM y 100 nM
de insulina, en una condicién con SM con su respectiva condicién control, y el
resultado muestra una disminucion en la respuesta ante el estimulo con insulina
en el adipocito de ratas con SM, evaluado por el estado de fosforilacion de la
proteina AKT/PKB y de manera muy importante esta respuesta disminuida
Impacta en el transporte de glucosa, esto sin existir alteraciones en los niveles de
expresionde IRS-1 y PKB-a/AKT-1, este resultado coincide con lo reportado en la
revision ralizada por Sara Frojdo, et al ® en donde ellos sefialan que existe
disparidad en cuanto a la actividad de AKT en pacientes con diabetes mellitus tipo
Il contra una condicién control y en el caso de IRS-1 se reportd una disminucion
en la actividad, sin embargo, en este trabajo Unicamente se evalud la expresion de
IRS-1 y no se encontrd diferencia significativa entre ambas condiciones. De
manera muy importante, estas alteraciones impactan en la captacion de glucosa,

necesitando la concentracion mas alta (100nM de Insulina) para lograr la
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captacion de glucosa lograda en una condicién control a una concentracion de 10
nM de Insulina, evidenciando a nivel molecular y celular, la presencia de
resistencia a la insulina en el adipocito. Por lo que la funcion del adipocito esta
alterada en un estadio temprano del SM y esta condicion sugiere que la
disfuncion del tejido adiposo podria jugar un papel importante en el desarrollo y

progreso de la resistencia a la insulina.

Dada la importancia metabdlica del tejido adiposo, resulta relevante conocer la
accion de AMPK en este tejido y como estas acciones impactan sobre todo el

cuerpo en el ajuste fisiolodgico y fisiopatoldgico en particular del SM.

La evidencia experimental en el estudio del tejido adiposo ha arrojado una
controversia con el uso de distintos activadores farmacolégicos de AMPK en
cuanto a su efecto en la captacion de glucosa. En lo que respecta al presente
trabajo se utilizd metformina y AICAR con la finalidad de activar AMPK y evaluar la
respuesta en el SM con su respectiva condicion CTRL en la captacion de glucosa.
Existe evidencia experimental donde se ha utilizado tanto metformina como AICAR
para estimular AMPK en adipocitos y los resultados han sido contradictorios con
los encontrados en musculo esquelético en ensayos de captacion de glucosa.
Esta disparidad en el comportamiento en cuanto a la captacion de glucosa por los
adipocitos al ser estimulados con los diferentes farmacos, puede ser atribuible a la
expresion tejido especifica de las isoformas de AMPK, siendo los heterotrimeros
formados por la isoforma catalitica a1 la mas abundante, y la cual es responsable
de la mayor parte de la actividad de AMPK en el tejido adiposo y se le han
atribuido funciones distintas a los heterotrimeros formados por la isoforma a2, que
es la isoforma predominante en misculo esquelético y el corazén. °#8V g bien a
la afinidad que pudieran tener los distinos heterotrimeros formados por isoformas

de AMPK ante los agentes farmacolégicos empleados. '

En lo que concierne a los adipocitos tratados con AICAR en este trabajo, los
adipocitos aislados de ratas CTRL asi como con SM; fueron estimulados a

concentraciones de (0, 0.5 y 1.0) mM de AICAR durante 1h y se observo que en
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los adipocitos de rata control, el mayor estado de fosforilacibn se obtuvo a la
concentracion de 0.5 mM de AICAR, mientras que los procedentes de ratas con

SM no respondieron ante ninguna de las concentraciones utilizadas.

Como se mencioné anteriormente, los heterotrimeros formados por la isoforma a2
se encuentran en menor cantidad en el tejido adiposo que en otros tejidos
(mUsculo esquelético y cardiaco).®®®? Existe la posibilidad que los heterotrimeros
de la isoforma a2 tengan mayor afinidad por el AICAR a las concentraciones
usadas que los heterotrimeros formados por la isoforma alfa 1 y por esta razén
haya quedado enmascarada la activacion de AMPK, evaluada por su estado de
fosforilacion y es por esto que la concentracion de 1 mM no reflejo diferencias

significativas con respecto a la condicion no estimulada.

En cuanto al resultado de la captacion de glucosa mediada por el estimulo con
AICAR, esta fue de manera dosis dependiente en ambas condiciones tanto en el
SM como en la CTRL y la incongruencia en cuanto al resultado del estado de
fosforilacion de AMPK puede ser explicada por dos motivos, el primero es el
anteriormente mencionado donde la activacion de los heterotrimeros con la
isoforma a2 se encuentren enmascarados por cantidad mucho mayor de
heterotrimeros a1 que no fueron susceptibles a ser fosforilados a las
concentraciones de AICAR utilizadas, sin embargo esto no evitd que los
heterotrimeros con la isoforma alfa 2 que fueron activados por el AICAR pudieran
promover la capatacion de glucosa en ambas condiciones tanto en el SM como en
la CTRL.

Esta aseveracion es posible, debido a que existe evidencia experimental aportada

por Nakano M et al ¢

gue muestra que en musculo esquelético de raton el
AICAR estimula preferentemente la fosforilacion y activacion de la isoforma
catalitica alfa 2 de AMPK y aumenta el transporte de glucosa mediado por
GLUT4.®? Incluso Salt et al ® encontraron que los heterotrimeros conformados
con la isoforma a-1 son menos sensibles al AMP® | por lo que basados en etas

premisas, es posible que al AICAR a las concentraciones utilizadas
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preferentemente este activando a los heterotrimeros conformados por la isoforma
a2 y siendo esta la isoforma que se expresa en mucho menor proporcion en el
tejido adiposo el estado de fosforilacion resulté ser enmascarado, sin embargo el
estimulo con AICAR fue capaz de promover la captacién de glucosa a través de

los heterotrimeros conformados por la isoforma alfa 2.

La segunda opcién es que es que la captacién de glucosa estimulada por AICAR
es mediada por un mecanismo independiente a la AMPK, debido a que los
adipocitos con SM utilizados en este trabajo no respondieron ante el estimulo con
AICAR en cuanto al estado de fosforilacion de la AMPK, sin embargo, si aumenté
la captacion de glucosa de manera dosis dependiente. Aunado a este resultado,

existe un estudio realizado por Sakoda et al ¥

, realizado en adipocitos 3T3-L1,
donde de manera contundente evidencié que los adipocitos 3T3-L1 no requerian
de ninguno de los dos heterotrimeros de AMPK para promover la captacion de
glucosa al ser estimulados con AICAR, lo que coincide con el resultado de este

trabajo.

Por otro lado, también podria ser que el AICAR este ejerciendo un estimulo
alostérico en ambas o en solo alguna de las isoformas, tomando en cuenta que
gue el efecto alostérico se lleva a cabo a traves de la subunidad gamma y este
estimulo alostérico no se vea reflejado en el aumento en el estado de fosforilacion.
Sin embargo si en la actividad de la AMPK, aunque no existe evidencia reportada

de este tipo de regulacion por el AICAR.

Por lo que respecta a los adipocitos estimulados con metformina, estos fueron
aislados de ratas CTRL y asi como con SM y fueron estimulados a
concentraciones de (0, 0.5 y 1.0) mM de metformina durante 4 h. Lo que se
observd fue que los adipocitos de ratas CTRL respondieron de manera dosis
dependiente a la metformina, evaluado por el estado de fosforilacién en el residuo
Thr 172, mientras que los procedentes de una rata con SM no fueron capaces de

responder ante ninguna de las concentraciones utilizadas de este farmaco.
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En los resultado obtenidos en este trabajo los adipocitos de ratas control al ser
estimulados con metformina muestran una tendencia a disminuir el transporte de
glucosa de manera dosis dependiente y de manera muy importante en el grupo
con SM donde no se observa cambi6 en la fosforilacion de AMPK, tampoco tuvo
efecto en la captacion de glucosa. Este resultado parece contradecir lo que se ha
venido describiendo de la funcion de AMPK en muasculo y corazén, donde la
premisa versa en el sentido que la activaciéon de AMPK se traduce en un aumento
en la captacion de glucosa, de manera muy importante y a diferencia del estimulo
con AICAR Lindsey D. Bogachus et al @D evidenciaron gue la metformina activa
preferentemente a los heterotrimeros conformados por la isoforma a1 esto en
células musculares L6, lo que tendria como consecuencia un efecto distinto por lo
gue en el caso de los adipocitos esto inhibiria el transporte de glucosa. La
explicacion de este comportamiento proviene desde la perspectiva general de la
funcion de AMPK, la cual es restablecer los niveles energéticos suprimiendo las
vias anabdlicas y promoviendo las vias catabdlicas, en el caso particular del
metabolismo del adipocito, tiene sentido la inhibicién de la captacion de glucosa.
Debido a que pudiera servir como un mecanismo de conservacion de energia, la
explicacion es el costo energético que conlleva la sintesis de lipidos en el
adipocito.”? De esta forma suprimiendo la captacién y metabolismo de glucosa,
AMPK no solo previene el consumo de energia a través de la reesterificacion de
acidos grasos, sino que también facilita la exportacion de acidos grasos para ser

usados como recurso energético por otros tejidos periféricos.

Por lo que el mecanismo por el que esto seria posible es como Mandeed et al ?
sugieren que la activacion de AMPK tiene como consecuencia una disminucion en
la fosforilacion de AS160 en el residuo T642,un residuo que es fosforilado por la
AKT a consecuencia del estimulo con insulina aunado a que el adipocito expresa
en cantidades casi imperceptibles a TBCD1, una de las dos proteinas activadoras
de GTPasas, a la cual se le han atribuido ser el blanco de AMPK relacionado con

la translocacion GLUT4 y por ende con la promocion de la captacion de glucosa.
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Por otro lado fue contundente el resultado en cuanto a que en el SM la
fosforilacion de AMPK se ve completamente abatida y no responde ante ninguno
de los estimulos, lo que correlaciona con la evidencia experimental que ha
muestra una correlacion entre la resistencia a la insulina y la inhibicion de AMPK
@ o gue podria explicarse por la actividad de la proteina fosfatasa 2a que es la
fostatasa responsable de la desfosforilacion del residuo Thrl’? de las isoformas
cataliticas de AMPK , la cual como la Yong Wu et al ®9) sugieren que en una
condicion de exceso de lipidos como la que caracteriza al modelo de SM inhibe la

fosforilacion de AMPK por la activacion de la fosfatasa de serina / treonina PP2a.
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CONCLUSIONES

La condicion del SM presenta alteraciones a nivel celular en la via de sefalizacion
de la insulina que controlan el transporte de glucosa en el adipocito, reflejado en
una respuesta disminuida entre el estimulo de esta sefial que se refleja en una
captaciéon menos eficiente de glucosa, lo que indica que los adipocitos con SM se

encuentran en un estado de resistencia a la insulina.

En cuanto a la via de AMPK el impacto fue mayor debido a que la respuesta ante
los estimulos con metformina y AICAR fue totalmente abatida en la condicion de
SM. Este trabajo aun sin ser concluyente, plantea la existencia de una disyuntiva
gue sugiere dos posibilidades: la primera es que los heterotrimeros formados por
las isoformas cataliticas de AMPK en el adipocito ejercen un papel contrario en
funcioén al estimulo con los distintos agentes, donde la metformina podria activar
preferentemente a la isoforma alfa 1 mientras que el AICAR activa
preferentemente a la isoforma alfa 2 y es la responsable de la captacion de
glucosa, la otra posibilidad es que AMPK en adipocito ocasione la inhibicion del
transporte de glucosa mientras que la captacion de glucosa mediada por el
estimulo con AICAR tendria un mecanismo independiente a la AMPK. Por lo que
la disparidad de los resultados encontrados puede ser atribuible al
desconocimiento en cuanto a la significancia funcional de los complejos formados
lo cual permanece aun sin esclarecerse. Por lo que este trabajo evidencia la
necesidad del estudio de los heterotrimeros de AMPK por separado, mediante el
silenciamiento de la expresion de las isoformas cataliticas de AMPK o bien

mediante el uso de activadores especificos como el pro- farmaco C13.
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