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RESUMEN

La insulina es una hormona polipeptidica sintetizada en el pancreas de los vertebrados,
implicada en multitud de procesos metabdlicos esenciales. La accién de la insulina se inicia con
Su unién a su receptor en la membrana plasmatica, desencadenando una serie de reacciones
intracelulares en las que interviene una variedad de enzimas y sustratos. Ademas, parte de la
insulina es internalizada en las células, donde es degradada fundamentalmente por la accion
de la enzima degradante de insulina (EDI), que se encuentra presente en diversos organismos
procariotas y eucariotas. En el interior celular, la insulina estd asociada a EDI y una fraccion de
la hormona no se encuentra degradada. La insulina endocitada se dirige a distintos
compartimentos subcelulares, como el endosoma, proteasoma, nucleo, reticulo endoplasmatico
y membrana celular. Se ha determinado que la asociacién de la insulina y EDI es esencial en
algunas funciones intracelulares de la hormona, como la inhibicién de la 3-oxidacion de acidos
grasos en los peroxisomas Yy la degradacién proteica en el proteasoma.

En invertebrados, como insectos, moluscos y nematodos existen péptidos simil insulina que
actian mediante mecanismos andlogos a los existentes en vertebrados, y estan involucrados
en procesos relacionados con el desarrollo y la reproduccién. Del mismo modo, se han
identificado sustancias con caracteristicas similares a la insulina en hongos, como Aspergillus
fumigatus y Neurospora crassa, en el protozoo Tetyrahymena pyriformis y en la bacteria
Escherichia coli, donde ademas se demostrd que existe una respuesta metabdlica al agregado
de insulina de cerdo. En esta bacteria también se ha estudiado la degradacion de insulinay se
ha caracterizado una proteasa, denominada proteasa Ill, homdéloga a EDI en su estructura y
funcién degradante de insulina. Debido a las similitudes existentes entre las bacterias y las
mitocondrias, también se estudi6 la degradacion de insulina en estas organelas y se determiné
que efectivamente poseen la capacidad de degradar esta hormona.

Por lo expuesto, en este trabajo se estudio la distribucidn tisular de la insulina endégena en
la rata, para lo cual se realiz6 una extraccion acido-alcohdlica de insulina en pancreas, higado,
musculo y rifidn. Ademéas se aislaron las mitocondrias hepaticas y se determiné la
concentracién de insulina en dichas organelas. Para todo esto se desarroll6 una técnica de
radioinmunoandlisis que permitiera la cuantificacion de insulina de rata de un modo confiable y
reproducible. Ademéas, se comprobd la presencia de insulina en mitocondrias mediante
microscopia laser confocal.

Las concentraciones determinadas en tejidos extrapancreaticos concuerdan con los datos
bibliograficos y las concentraciones halladas en mitocondrias sugieren que no puede tratarse
de una contaminacion, ya que son equivalentes a los valores de insulina determinados en
hepatocitos. Por otra parte las imagenes de microscopia confocal demuestran que la insulina y
EDI se co-localizan en las mitocondrias.

En base a los resultados obtenidos podria establecerse una nueva hipé6tesis sobre una

funcioén directa de la insulina a nivel mitocondrial, alin no considerada.



ABSTRACT

Insulin is a polypeptide hormone synthesized in the pancreas of vertebrates and involved in
many essential metabolic processes. Insulin action starts with the binding to its receptor on
plasma membrane, triggering a series of intracellular reactions in which a variety of enzymes
and substrates are implicated. Moreover, insulin is internalized into the cells, where it can be
degraded by insulin-degrading enzyme (IDE), present in various prokaryotic and eukaryotic
organisms. Into the cell, part of the hormone is not degraded and it is associated to IDE.
Endocytosed insulin goes to different subcellular compartments, such as endosome,
proteasome, nucleus, endoplasmic reticulum and cell membrane. It has been shown that insulin
association to IDE is essential for some hormonal intracellular functions, as inhibition of
peroxisomal fatty acid oxidation and degradation of protein in the proteasome.

Invertebrates such as insects, molluscs and nematodes have insulin-like peptides that act
through mechanisms analogous to those existing in vertebrates, which are involved in
processes related to development and reproduction. In the same way, insulin-like substances
have been identified in the fungi Aspergillus Fumigatus and Neurospora Crassa; in the protozoa
Tetrahymena Pyriformis and Escherichia Coli. They also show a metabolic responses to pork
insulin. Insulin degradation has also been studied in E. Coli and a protease, named Protease lll,
has been identified. Protease Ill is homologous to IDE in structure and insulin-degrading
activity. Due to similarities between bacteria and mitochondria, insulin degradation has also
been studied in these organelles, and it was found that mitochondria can degrade insulin.

Based on these findings, endogenous insulin distribution in tissues of rats was studied in the
present work and a radioimmunoassay was developed in order to quantify rat insulin in a
reliable and reproducible way. This study was performed in pancreas, liver, muscle and kidney
and an acid alcohol extraction of insulin was carried out. Liver mitochondria were isolated and
insulin concentration was measured in these organelles. In addition, mitochondrial presence of
insulin was assessed by confocal laser microscopy.

The concentrations measured in extrapancreatic tissues were consistent with bibliographic
data. Furthermore, concentrations found in mitochondria suggest that this finding was not due to
contamination, because it was equivalent to values determined in hepatocytes. Images from
confocal microscopy showed that insulin and IDE are co-localized in mitochondria.

Based on these results, a new hypothesis about a direct mitochondrial function of insulin, not

yet considered, could be established.



INTRODUCCION

La insulina

La insulina es una hormona polipeptidica de 5,7 kDa, constituida por 51 aminoé&cidos. Esta
formada por dos cadenas peptidicas, A y B, conectadas entre si por 2 puentes disulfuro. Posee

también un puente disulfuro intracatenario entre dos residuos de cisteina de la cadena A.

En los mamiferos, esta proteina es sintetizada por las células beta de los islotes
pancreaticos en forma de preprohormona, que luego de ser procesada en el reticulo
endoplasmatico y en el complejo de Golgi se convierte en la hormona funcional. La porcion
aminoterminal de la molécula precursora compuesta por 86 aminoacidos se elimina
inicialmente para dar lugar a la proinsulina. Finalmente, el péptido C (compuesto por 14
aminoacidos) de la proinsulina es escindido por una carboxipeptidasa, dejando unidas las

cadenas Ay B (1).

Efectos generales de la insulina en el metabolismo

Luego de la ingesta de alimentos, ante un incremento en la glucemia, la insulina es liberada
por el pancreas para estimular el almacenamiento de combustibles, promoviendo la sintesis de
glucégeno en higado y musculo. La insulina permite que la glucosa ingrese al higado a través
del transportador de glucosa GLUT-2. Alli, la glucosa se une y activa a la glucoquinasa, que la
convierte en glucosa 6-fosfato. Ante un aumento en los niveles de glucosa 6-fosfato, se
incrementa el almacenamiento de glucégeno. En este proceso interviene también la fosforilasa
a, encargada de la degradacion del glucégeno, que al unirse a la glucosa se vuelve mas
sensible a la accién de la fosfatasa que la convierte a su forma inactiva, la fosforilasa b. De

esta manera, se inhibe la glucogendlisis y se promueve el almacenamiento de glucosa.

Al mismo tiempo, la insulina estimula la glucdlisis e inhibe la gluconeogénesis en el higado.
La activaciéon de la glucdlisis hepética, a su vez, favorece la sintesis de acidos grasos. Los
acidos grasos se esterifican para formar triglicéridos, que son transportados por la sangre hacia

el tejido adiposo en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

Al llegar al tejido adiposo, los triglicéridos sintetizados en el higado se convierten en acidos
grasos por medio de la accién de una lipoproteina lipasa ubicada en la cara externa del
endotelio vascular y luego son depositados como grasa en el tejido adiposo por la acido graso

sintasa (FAS) de ubicacion citoplasmatica. Esta enzima es a su vez, activada por procesos



desencadenados por la insulina. Estos acidos grasos pueden convertirse en acil-CoA grasos y
ser transferidos al glicerol 3-fosfato para producir nuevamente triglicéridos. El glicerol 3-fosfato
procede de la reduccién de la dihidroxiacetona fosfato producida durante la glucdlisis. Por otro
lado, los depdsitos de grasa en las células adiposas pueden ser hidrolizados para la liberacion
de acidos grasos por la lipasa dependiente de insulina. Estos se conjugan con la albumina y
son transportados hacia el higado u otros tejidos para ser utilizados como combustible celular.

El glicerol resultante de la degradacion de los triglicéridos también se exporta al higado.

El principal transportador de glucosa en los érganos periféricos como el misculo y el tejido
adiposo es el GLUT-4, cuya translocacion hacia la membrana plasmética desde sus
compartimentos subcelulares se debe a la accion de la insulina. En las células adiposas la
entrada de glucosa les permite disponer de glicerol 3-fosfato para la sintesis de triglicéridos. La
insulina no sélo estimula la sintesis de lipidos, sino que detiene su degradacién, por inhibicién

de la lipasa intracelular que los convierte en acidos grasos.

En condiciones de ayuno prolongado el higado puede catabolizar aminoacidos produciendo
a-cetoacidos que seran utilizados en la gluconeogénesis o la sintesis de acidos grasos, pero no
puede hacerlo con los aminoacidos ramificados (valina, leucina e isoleucina). La insulina
favorece la captacion de aminoacidos ramificados por el musculo, donde pueden ser
transaminados. Por otra parte, la insulina cumple un papel importante en el metabolismo de las

proteinas, inhibiendo su degradacién intracelular y estimulando su sintesis (2).

La insulina también acta como un factor de crecimiento en una variedad de tipos celulares,
desencadenando eventos de proliferacion y diferenciacién celular. Todos sus efectos la
convierten en una hormona fundamental para el crecimiento y el desarrollo, ya que estimula la
sintesis de las enzimas implicadas en los procesos anabdlicos y provee intermediarios para la

biosintesis de grasas y proteinas.

Mecanismo de accién de la insulina en mamiferos

El receptor de insulina se encuentra presente, en mayor 0 menor concentracion, en
practicamente todos los tejidos de los vertebrados. Es una glicoproteina transmembrana
compuesta por dos subunidades a (135 kDa), unidas cada una a una subunidad B (95 kDa)
unidas entre si mediante puentes disulfuro, formando un heterotetramero (a,f3,). Los dos tipos
de subunidades derivan del procesamiento proteolitico de un proreceptor. Las 2 isoformas
existentes del receptor se producen por splicing alternativo del transcripto del gen y se

diferencian por la presencia de 12 aminoacidos adicionales cercanos al extremo C-terminal de



Fig. 1

MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA EN MAMIFEROS
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Figura 1: Mecanismo de accién de la insulina en mamiferos

Se muestra un diagrama del mecanismo de accién de la insulina descrito en el
texto. P: Fosforilacion. IRS-1: Sustrato principal del receptor de insulina. PI3K:
Fosfatidilinositol 3’-quinasa. PIP,: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. PIP3:
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. GSK-3: Glucdgeno sintasa quinasa 3. GS:
Glucogeno sintasa. PDK1: Quinasa 1 dependiente de fosfatidilinositol. TSC:
Complejo de esclerosis tuberosa. PKC: Proteina quinasa C. mTOR:
Mammalian target of rapamycin. 4E-BP1: Proteina de uniéon al factor
eucaridtico de iniciacion 4E. elF4E: Factor eucaridtico de iniciacion 4E. S6K:
Proteina quinasa ribosomal S6. MAPK: Proteina quinasa activada por
mitégenos. MAPKK: Quinasa de MAPK. GLUT-4: Transportador de glucosa 4.



la subunidad a. Los 719 o 731 aminoacidos que constituyen las subunidades a se localizan en
su totalidad en el espacio extracelular. Cada subunidad  se compone de 620 aminoacidos y
presenta un dominio extracelular que se une a la subunidad a a través de un puente disulfuro,
un dominio transmembrana que ancla el receptor a la membrana plasmatica, y un domino
citoplasmatico con actividad de tirosina quinasa encargado de generar la sefal intracelular.
Este dominio posee residuos de tirosina cuya fosforilacion es el primer paso de la via de

transduccion de sefales.

Cuando las subunidades a del receptor estan libres, la actividad de tirosina quinasa de las
subunidades B se encuentra inhibida. Al unirse la insulina a las subunidades a, ocurre un
cambio conformacional del receptor que permite que los residuos de tirosina de una de las
cadenas 3 se posicionen en el centro activo de la otra para que se produzca una fosforilacion

cruzada. Esta autofosforilacion activa las propiedades enzimaticas del receptor.

El paso siguiente de esta cadena de reacciones es la fosforilacion del sustrato principal del
receptor de insulina (IRS-1). Esta proteina de 180 kDa posee 21 sitios que pueden ser
fosforilados en sus residuos de tirosina (6 en motivos YMXM, 3 en motivos YXXM, y 12 en
motivos hidrofébicos). Al menos 8 de los posibles residuos son fosforilados por el receptor de
insulina. Esto le confiere al IRS-1 la capacidad de unirse a proteinas con dominios de
homologia 2 a Src (SH2), de las que la fosfatidilinositol 3’-quinasa (PI3K) es la mas importante.
La PI3K est4d compuesta por una subunidad catalitica de 110 kDa (p110) y una subunidad
regulatoria de 85 kDa (p85a) que posee dos dominios SH2. El IRS-1 fosforilado se une a los

dominios SH2 de p85a, activando a la enzima (3).

El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) es un fosfolipido localizado en la cara citosélica de la
membrana plasmatica. Una vez activada la PI3K, la subunidad catalitica fosforila al PIP,,
convirtiéndolo en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), que actia como segundo mensajero en
la via de sefializacion. El PIP;se une a la serina quinasa Akt, también llamada proteina quinasa
B (PKB), reclutandola hacia la membrana plasmatica. Alli la Akt se activa al ser fosforilada en

su residuo Thr*®

por la proteina quinasa 1 dependiente de fosfatidilinositol (PDK1) (4). Akt
activa, fosforila a la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) inhibiendo su accién. Esto permite

que se active la glucégeno sintasa (GS) y por ende, la sintesis de glucégeno (5).

Otra proteina que se asocia al IRS-1 es GRB-2. Esta es una proteina adaptadora, porque
contiene un dominio SH2 a través del cual se une al residuo Tyr®®® del IRS-1 (3) y dos dominios
SH3 que le permiten unirse a regiones ricas en prolina de otras proteinas tales como Sos, que
a su vez se une a Ras. Ras es una proteina sefializadora perteneciente a la familia de las
proteinas G pequefias o GTPasas pequefias que, en su forma activa unida a GTP, estimulan

el crecimiento y la diferenciacion celular. Sos es una proteina que se conoce como “factor de



intercambio de nucleétidos de guanina (GEF)”. Esto se debe a que, al unirse a Ras abre su
centro de unién a nucledtidos, permitiendo la salida de GDP y la entrada de GTP. De esta
forma, Ras puede unirse y activar a otras proteinas encargadas de promover el crecimiento
celular (2). Se ha demostrado que Ras se une directamente a Raf-1, una serina-treonina
quinasa que fosforila y activa a la MAPK quinasa (MAPKK, por Mitogen Activated Protein

Kinase Kinase), resultando en la activacion de la MAPK (3).

La activacién de la via Ras/MAPK puede ocurrir independientemente de la participacién del
IRS-1. En este caso, el receptor de insulina puede fosforilar a Shc, otra proteina que posee
dominios SH2 y dominios de uniéon a fosfotirosina, y se presenta en tres isoformas, de 46, 52 y
66 kDa. Al ser fosforilado por el receptor de insulina, Shc puede unirse a GRB-2 para regular a
Ras sin que intervenga el IRS-1 (5). De hecho, se ha observado que la ausencia de IRS-1
disminuye la accion mitogénica de la insulina pero no la elimina, lo que demuestra que existe
una redundancia en la accién de esta hormona, es decir, que un mismo efecto puede

producirse por diferentes procesos de sefializacion (6).

La translocacién del receptor de glucosa GLUT-4 hacia la membrana plasmatica también es
resultado de la activacién de Akt (5). Existen varios tipos de transportadores de glucosa: el
GLUT-1 que se encuentra en el cerebro, los eritrocitos y las células endoteliales; es un
transportador constitutivo de glucosa. EI GLUT-2 tiene baja afinidad por la glucosa; es el
encargado de percibir los cambios en la glucemia que permiten la liberacién de insulina por las
células B del pancreas, y también se encuentra presente en el higado, el rifién y el epitelio del
intestino delgado. El GLUT-3 se expresa en neuronas Y la placenta y tiene alta afinidad por la
glucosa. ElI GLUT-5 es el trasportador de fructosa, presente en el intestino delgado, células
espermaticas, rifién, cerebro, musculo y tejido adiposo. El GLUT-4 es el principal transportador
de glucosa en células musculares y adiposas y es sensible a la insulina. En su ausencia, cerca
del 90% del GLUT-4 se encuentra incorporado en vesiculas. Cuando se activa la PI3K, con la
consiguiente activacion de Akt y la proteina quinasa C (PKC) se estimula el transporte de las

vesiculas hacia la membrana plasmatica (7).

La insulina también estimula la sintesis proteica mediante mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin). mTOR es una proteina de 290 kDa, perteneciente a la superfamilia de las
quinasas relacionadas con PI3K (PIKK, por PI3K-Kinase-related Kinase). Su funcién es la de
regular el crecimiento y la progresion del ciclo celular integrando sefiales externas, como
nutrientes y factores de crecimiento, permitiendo a las células proliferar sin perder su tamafio, y
esto asegura que las células, y por lo tanto érganos y organismos completos mantengan un
tamafio caracteristico. mTOR actla sobre dos proteinas implicadas en el control de la

traduccion: las proteina quinasas ribosomales S6 (S6Ks) y las proteinas de union al factor



eucariético de iniciacion 4E (4E-BPs), como 4E-BP1, un represor del factor de iniciacién de la
traduccién elF4E (8).

Las proteinas activadoras de GTPasas (GAP) convierten a las GTPasas de la forma activa
(unida a GTP) a la forma inactiva (unida a GDP). La fosforilacion de mTOR por Akt ocurre a
través de la inactivacién del complejo de esclerosis tuberosa (TCS). El complejo TSC1/TSC2
actlia como GAP, inhibiendo a Rheb, una proteina G (9). Cuando se estimula la via de la PI3K,
la PDK1 activa a la Akt, la cual fosforila a TSC2 e inhibe la actividad supresora de tumores del
complejo (8), permitiendo que Rheb se una al ATP y pueda pasar del estado GDP inactivo al
estado GTP activo (9). En su estado activo, Rheb modula positivamente la accién de mTOR,
que fosforila a S6K1 y 4E-BP1 a través de distintas vias. Como resultado, se activa S6K1
mientras que 4E-BP1 se inactiva, permitiendo que se active elF4E. Estas dos proteinas,

independientemente, promueven el crecimiento y la progresién del ciclo celular (8).

Internalizacion, deqradacion vy efectos intracelulares de lainsulina

Una vez que la insulina se une a su receptor y desencadena una serie de reacciones
intracelulares, la sefial debe concluir. La insulina puede ser degradada en la membrana
plasmatica luego de ingresar a la célula por endocitosis mediada por su receptor. A
concentraciones fisioldgicas, ocurre una internalizacion de los complejos hormona-receptor,
aungque a concentraciones mas altas, la insulina puede ser internalizada por pinocitosis. En el
primer caso, el proceso comienza con la invaginacién de la membrana plasmatica, dando lugar
a la formacion de vesiculas endociticas. Cuando se activa una bomba proténica que permite la
acidificacion de las vesiculas, los complejos hormona-receptor se disocian. La insulina
internalizada puede ser degradada con la posterior liberacion al exterior celular de sus
productos de degradacion. Sin embargo, una pequefia cantidad puede regresar intacta a la
circulacién (proceso denominado retroendocitosis) (10). Aunque una pequefia fraccién de los
receptores se degrada en los lisosomas, en general el receptor se dirige en el interior de las
vesiculas hacia a membrana plasmética, donde puede volver a utilizarse. Por el contrario, la
mayor parte de la insulina que ingresa a la célula es degradada y soélo una parte regresa intacta
a la superficie celular. La insulina intacta también puede derivarse a compartimentos

intracelulares (6).

La enzima degradante de insulina (EDI) es una zinc-metaloproteasa de 110 kDa presente
en todos los tejidos. En homogenatos celulares EDI representa la mayor parte de la actividad
degradante de insulina. Se ha demostrado que la degradacion celular de la insulina se inhibe

con la inyeccion intracelular de anticuerpos anti-EDI (11) y se incrementa cuando la enzima es



sobre-expresada (12). Por otro lado, en ratones con deleciones homocigotas del gen de EDI se
observo hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa (13) sustentando la evidencia de que EDI
es esencial en el procesamiento de la insulina y su degradaciéon. Sin embargo, la funcién
degradante de EDI no es considerada como la Gnica razén para la unién de la hormona con la

enzima.

Aunqgue la remocién de la insulina de la circulacion es necesaria para la finalizacion de la
accion hormonal, su internalizaciéon y degradacién estan implicadas en algunas de sus
funciones (6). EDI actuaria como un regulador de la accién insulinica. Por otro lado, se ha
observado que la accion inhibitoria de la insulina sobre la B-oxidacion de &cidos grasos en el

peroxisoma solo ocurre en presencia de EDI (14).

EDI también se encuentra asociada al proteasoma, y la actividad proteolitica del complejo
esta regulada por la insulina. Aparentemente, la inhibicién de la protedlisis depende de que la
insulina sea degradada por EDI, con la generacién de fragmentos inhibitorios, aunque también
es posible que la sola union de la insulina a la enzima provoque su desplazamiento del

complejo, reduciendo su actividad (15).

Por los efectos que ejercen la insulina y EDI en organelas comunes, se refuerza la idea de
que EDI cumple un rol importante en la regulaciéon de las funciones que tiene la insulina dentro
de la célula. La importancia de la insulina intracelular se destaca ain mas a partir de
experimentos realizados que sugieren que los efectos de la hormona dentro de la célula son
independientes del receptor de insulina (16) junto con otros en los que se observan efectos

insulinicos en ovocitos tras la inyeccién intracelular directa de insulina (17)

Insulina en invertebrados

En organismos inferiores a los mamiferos en la escala evolutiva, existen sustancias
anélogas a la insulina y mecanismos de sefializacion relacionados que estan implicados no
solo en la ingesta, metabolismo, distribucion y almacenamiento de los nutrientes, sino que

también regulan la tasa de reproduccion y la longevidad (18).

El nematodo Caenorhabditis elegans contiene una familia de genes simil insulina que
regulan el envejecimiento (19). En C. elegans el proceso de sefializacion mediado por las
sustancias tipo insulina se inicia con la unién de INS a DAF-2, un homdlogo del receptor de
insulina de mamiferos que contiene dominios de unién a ligando y de tirosina quinasa. Este

mecanismo de sefializaciébn se encuentra en neuronas, células del tracto gastrointestinal y
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células musculares de este organismo (18).

Mutaciones en el gen daf-2 inducen un estado de diapausa en este nematodo, prolongando
la duracion del estadio juvenil (20). Se detiene su desarrollo en el estadio larvario y, por lo
tanto, se inhibe la reproduccion y se reducen las tasas de metabolismo y crecimiento. Esto le
permite sobrevivir hasta ocho veces mas tiempo del que normalmente lo hace. De esta
manera, el organismo puede adaptarse a condiciones adversas, como una disponibilidad

limitada de alimento, un incremento en la densidad poblacional o temperaturas elevadas (19).

En respuesta a la ingesta de alimento, se libera uno o mas sustratos INS por células
neurosecretoras del sistema nervioso central (18). Al unirse al receptor DAF-2, ocurre una serie
de reacciones que dan como resultado la activacién de la proteina AGE-1. Esta proteina es
homologa de la de PI3K de mamiferos y su knockout produce el mismo efecto observado
cuando se muta el gen daf-2 (20). Otra proteina implicada en el proceso es DAF-16. En
condiciones favorables, DAF-16 es inactivado por fosforilacion. Esto permite que los procesos
de crecimiento, almacenamiento de nutrientes y reproduccién se lleven a cabo de manera
normal. En cambio, frente a una situacion de baja disponibilidad de alimentos se activa DAF-
16, induciendo el estado de diapausa (18). En mamiferos el homaélogo de DAF-16 es un factor
de transcripcion denominado FOXO. Se ha demostrado que FOXO1 regula la sintesis del

receptor de insulina en funcion de las condiciones nutricionales en mamiferos (21).

En Drosophila, las moléculas simil insulina que son sintetizadas y secretadas por células
neurosecretoras también regulan la longevidad y la reproduccion. A partir de estudios
realizados con Drosophila a los que se habia realizado un knockout para el gen de una
molécula similar al receptor de insulina, se determiné que la actividad de este receptor es
esencial para la vida del insecto durante el desarrollo, ya que la ausencia del gen result6 letal
(18). De forma similar a lo que ocurre con mutantes de C.elegans para daf-2, mutaciones en
Drosophila en el gen que codifica para CHICO, homélogo de IRS, resultaron en una extension
de la longevidad -asociada con disminucién del crecimiento y del nimero y tamafio celulares-
y una reduccion de la tasa reproductiva (22). Ademas, el sistema de sefializacion es
dependiente de un homoélogo de PI3K y cuenta con un factor de transcripcion homadlogo de
DAF-16, denominado dFOXO (23).

Insulina en microorganismos eucariotas

Con el fin de hallar una cura para la diabetes, hace mucho tiempo se intent6 aislar insulina

de levaduras y plantas sin éxito. A partir de entonces, se establecio que la insulina era ajena a
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cualquier organismo precedente a los vertebrados, asumiéndose como un producto exclusivo
de los 6rganos enddécrinos de estos animales. Esto implicaria un origen evolutivo relativamente
reciente de esta hormona. Sin embargo, en diversos estudios se han aislado moléculas que se
asemejan a la insulina en su estructura y actividad biolégica a partir de microorganismos, y en
otros casos se han observado efectos metabdlicos inducibles por insulina de mamiferos. Estos
resultados proveen evidencia de la existencia en microorganismos de vias funcionales de
transduccion de sefiales, capaces de reconocer y responder a estas hormonas. Se ha
estudiado la presencia de diversas hormonas en microorganismos, de entre las cuales la
insulina es la que se ha encontrado en cada microorganismo examinado para tal fin, incluyendo
desde procariotas hasta eucariotas unicelulares (24). En base a estos estudios podria
establecerse que esta hormona es ancestral y que su funciéon se ha conservado durante
millones de afios a través de la evolucion. Sin embargo, debido a las controversias que
generaron estos experimentos, no se han estudiado con mayor profundidad la presencia y las

funciones de la insulina y otras hormonas en microorganismos.

Se han encontrado sustancias semejantes a la insulina en organismos unicelulares
eucariotas, como el protozoo ciliado Tetrahymena pyriformis y también en el medio en que fue
cultivado, indicando que estas sustancias serian secretadas. En dos especies de hongos,
Aspergillus fumigatus y Neurospora crassa, también se hall6 material con estas caracteristicas.
Esta sustancia simil insulina estimula la incorporacion de glucosa en lipidos y, ademas, es
similar a la insulina de mamiferos en cuanto a solubilidad en etanol acido, perfil de elucién en
Sephadex G-50, reactividad cruzada con anticuerpos anti-insulina de cerdo, que también son
capaces de neutralizar parcialmente su actividad biolégica (25). Estos descubrimientos
reforzaron la idea de que los mecanismos de comunicacion intercelular se presentan como un
sistema esencial de interaccién entre las células individuales de todas las formas vivientes, y
que su existencia no se limita a la presencia en organismos superiores de sistemas bien
desarrollados y diferenciados para tal fin, como lo son el sistema nervioso y el sistema
endocrino (26). La presencia de sustancias simil insulina en eucariotas unicelulares y en su
medio de crecimiento indicaria que posiblemente la insulina actda en estos organismos tanto
como un mensajero inter- e intracelular y que forma parte de un sistema de comunicaciéon que
surgié mucho antes de que se desarrollaran sistemas anatomicos bien definidos, con células
secretorias especializadas y vias de transporte de estos mensajeros, que caracterizan a los
organismos multicelulares superiores (25).

Ademas de demostrar la existencia en estos organismos de material simil insulina capaz de
estimular la incorporacion de glucosa en lipidos, se ha descubierto que la insulina de cerdo
induce la fosforilacion de proteinas en células de N. crassa, sugiriendo que, al igual que ocurre

en mamiferos, la insulina actla en estas células iniciando una via de transduccién de sefales
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(27). También se determiné la presencia de una proteina que une insulina en la membrana de
este organismo, que podria actuar como un receptor de estas sustancias semejantes a
insulina, aunque no posee actividad de quinasa (28). También se cloné un segmento de ADN
de N. crassa cuya secuencia proteica es muy similar a la de la preproinsulina. Sin embargo,
debido a que carecia de secuencias reguladoras para la transcripcion y la traduccién se

consideré un seudogen (29).

Insulina en bacterias

En pruebas realizadas con células de Escherichia coli permeabilizadas con tolueno, se
observo que la tasa de crecimiento celular en glucosa se duplicaba en presencia de insulina,
mientras que otras hormonas no produjeron el mismo efecto. Los resultados indicaron que la
insulina estaria estimulando el transporte o el metabolismo de la glucosa y para confirmarlo, se
realizaron experimentos empleando un analogo no metabolizable de glucosa, el a-
metilglucésido. Se observé que se incrementaba su transporte en un 50% en presencia de
insulina. Por otra parte, intentaron determinar si la insulina producia algun efecto en la actividad
de la adenilato ciclasa. Los resultados demostraron que al igual que ocurre en mamiferos, la
actividad de esta enzima se inhibe en presencia de bajas concentraciones de insulina, aunque

es estimulada considerablemente a concentraciones altas (30).

Estos resultados permiten comprobar que la insulina produce un efecto metabdlico en
bacterias, demostrando que su funcién no se limita a organismos multicelulares. Mas aun,
existe evidencia de la presencia de moléculas similares a la insulina de mamiferos, en cuanto a
su actividad biologica e inmunorectiva en E. coli. Los experimentos realizados por LeRoith y
cols. (31) sugirieron que el material encontrado era improbablemente proinsulina y, de hecho,
que era similar a la insulina en cuanto a su forma y tamafio. Por otra parte, la actividad de esta
molécula fue neutralizada con anticuerpos anti-insulina de cerdo, descartando la posibilidad de
que se tratara de un factor de crecimiento simil insulina (IGF), somatomedina, u otro material
que pudiera producir efectos similares a la insulina, ya que dichas moléculas carecen de los

sitios de interaccion con el anticuerpo anti-insulina.

Ademas de lo expuesto, las bacterias poseen un complejo que se asemeja al proteasoma
de eucariotas y archaebacterias. En E. coli se aislé un complejo con actividad de proteasa
dependiente de ATP que se asemeja a las subunidades B del proteasoma eucariético en su
secuencia proteica y funcién. En su funcionamiento estan implicadas dos proteinas: HslV, de
19 kDa y HslU, de 50 kDa. La subunidad HslU, que actila como chaperona, posee actividad de

ATPasa, la cual es necesaria para la actividad proteolitica del complejo, llevada a cabo por la
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subunidad HslV (32). El complejo HsIVU es analogo del proteasoma 26S de eucariotas en
cuanto posee una estructura de cuatro anillos. La subunidad HslV forma un dodecamero
compuesto de dos anillos apilados de seis monémeros que, a su vez, estan flanqueados por
dos anillos hepta o hexaméricos de HslU (33).

En bacterias también existe una enzima homéloga a EDI, la proteasa Ill. Se trata de una
zinc-metaloproteasa periplasmica de 110 kDa. Esta enzima degrada insulina, cortando la
cadena B en dos sitios entre los residuos Tyr**-Leu'’ y Phe®-Tyr*® (34).

Estos hechos podrian reforzar los hallazgos de moléculas simil insulina en bacterias y
eucariotas unicelulares ya que, como se mencionara antes, EDI es la principal degradante de
insulina en vertebrados y, por otro lado, la actividad del proteasoma es regulada por el
complejo EDI-insulina.

Mitocondrias

Las mitocondrias son organelas fundamentales para el funcionamiento celular, ya que llevan
a cabo la produccion energética del metabolismo aerébico en todos los tipos de células
eucariotas. Su estructura cilindrica se asemeja a la de las bacterias, con unos 3 um de largo y
0,5 um de didmetro, aproximadamente. Las mitocondrias poseen dos compartimentos, el
espacio intermembrana y la matriz, limitados por dos membranas, externa e interna
respectivamente. En la matriz mitocondrial se encuentran varias copias de ADN circular carente
de histonas, trece tipos de ARN mensajero, dos de ARN ribosomal y veintidés de ARN de
transferencia para los 20 aminoacidos. La membrana interna forma plegamientos hacia la
matriz que reciben el nombre de crestas mitocondriales y sus dos caras son asimétricas, dado

gue posee una gran especializacion.

Origen de las mitocondrias

Dependiendo de la especie, el tamafio del genoma mitocondrial puede variar. Por ejemplo,
el genoma mitocondrial humano es de 16.569 pb de longitud, mientras que el ADN mitocondrial
del protozoo Plasmodium falciparum posee menos de 6000 pb. Por otro lado, el genoma de las

mitocondrias de muchas plantas tiene mas de 200 kpb (2).
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Fig. 2
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Figura 2: Eventos fundamentales de la evolucion

Se muestran algunos eventos fundamentales que ocurrieron durante los
distintos periodos geoldgicos, a partir del origen de la vida hasta la actualidad.
Se ha enfatizado la aparicion de las denominadas “posibacterias” como los
primeros organismos portadores de estructuras similares al proteasoma, de las
proteobacterias (como Escherichia coli), y de las mitocondrias.

Gy: 1000 millones de afios. My: 1 millon de afios.

Adaptado y modificado de Cavalier-Smith T (2002) J. Syst. Evol. Microb. 52: 7-76.
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En su ADN las mitocondrias humanas codifican para 13 proteinas, que forman parte de los
complejos de la cadena de transporte de electrones: 7 subunidades de las 46 que posee el
complejo I, una subunidad (citocromo b) de las 11 del complejo lll, 3 de las 13 proteinas que
componen el complejo IV y 2 subunidades de las 16 que forman el complejo de la ATP sintasa
(35). Sin embargo, mas del 98% de las proteinas mitocondriales son codificadas por el ADN
nuclear debido a que la célula eucariota y la mitocondria se han adaptado para coexistir en una
relacion simbidtica de mutua conveniencia, partir de un evento de endosimbiosis ocurrido hace

alrededor de 850 millones de afos.

Segun Cavalier-Smith, las mitocondrias se originaron cuando una célula fagocité una
bacteria purpura (no del azufre) y ésta escap6 a la degradacion fagosomal, permaneciendo
intacta en el interior de la célula. Se hipotetiza que la conversion de este endosimbionte en una
organela comenzé con la insercion de una proteina celular en su membrana interna, luego de
atravesar la membrana externa. Este evento permitid la transferencia de material genético de la
bacteria al nicleo celular, favoreciendo la necesidad de crear un sistema de transporte que
permitiera retornar los productos de esos genes, que eran innecesarios para la célula, a su sitio
original. Asi, se desarrollé un sistema de insercién de proteinas con pre-secuencias (formadas
por mutaciones en las copias nucleares) que las dirigian a la mitocondria y nuevas proteinas
celulares se fueron incorporando en las membranas de la bacteria facilitadas por otras
proteinas celulares o bien del periplasma bacteriano (36), hasta formar los complejos de
translocacion TOM y TIM presentes en las membranas mitocondriales externa e interna,
respectivamente. Con el tiempo, los genes mitocondriales se perdieron y la supervivencia de

este endosimbionte y de la célula se volvieron mutuamente dependientes.

Aungue en un principio se pensaba que la primera célula donde se origin6 la mitocondria
era una archaebacteria metanogénica anaerobia, mientras que la bacteria fagocitada era capaz
de realizar la fosforilacion oxidativa (37), Cavalier-Smith argumenta que existe una mayor
probabilidad de que ambos organismos fueran aerobios facultativos. Supone que, auln asi, el
establecimiento de una relacién mutualista beneficiaba al hospedador desde el punto de vista
energético, ya que le otorgaba la posibilidad de compartimentar el proceso de respiracion,
permitiendo que la membrana celular quedara exenta de esta actividad para especializarse en
otros mecanismos. Con respecto al endosimbionte, propone que se trataba de un organismo
fotoautotrofo mas que de un heterétrofo, y que esta relacion le facilitaba la obtencion de CO,
producido en el metabolismo del hospedador y a su vez, la produccion de fotosintatos era

aprovechada por la célula. Luego, esta bacteria perdi6 la capacidad de fotosintetizar (36).

Ademas de su forma y tamafio, las mitocondrias poseen caracteristicas similares a las de
las bacterias, como la existencia de una doble membrana, con la presencia de numerosas

porinas en la membrana externa, mientras que las bombas de protones y los complejos
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sintetizadores de ATP se encuentran en la membrana interna de las mitocondrias y en la
correspondiente membrana plasmatica de las bacterias. EI hecho de que las mitocondrias
contengan su propio ADN circular y sean capaces de sintetizar ARNs y proteinas esenciales
para su funcionamiento también da pauta de su previa existencia como organismos
independientes. Ademas, las mitocondrias se reproducen por fisién binaria, a partir de

mitocondrias preexistentes, del mismo modo en que lo hacen las bacterias.

Funciones de las mitocondrias

Entre muchas otras funciones de sefializacion y sintesis de compuestos orgénicos
indispensables, en la matriz mitocondrial ocurre la descarboxilacion oxidativa del piruvato
generado durante la glucdlisis, llevada a cabo por el complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa (PDHc). Otras actividades importantes que ocurren en la matriz son la -
oxidacién de los acidos grasos y el ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs. En la membrana
interna se ubican los complejos que componen la cadena transportadora de electrones:
complejo | (NADH: ubiquinona oxidoreductasa), complejo Il (succinato: ubiquinona
oxidoreductasa), complejo Il (ubiginol-citocromo ¢ oxidorreductasa o citocromo b-c;) y complejo
IV (citocromo c oxidasa). A continuacién se encuentra el complejo ATP sintasa, encargado de

la fosforilacion oxidativa que produce ATP.

La mitocondria es una organela multifuncional que no solo es esencial para la produccion de
energia sino que también es capaz de remover el Ca” citosdlico cuando las concentraciones
son demasiado elevadas, ya que en la membrana interna posee una Ca*-ATPasa gue bombea
Ca” desde el citosol hacia la matriz. Por otro lado, las mitocondrias, principalmente las
mitocondrias hepaticas, son capaces de llevar a cabo las primeras etapas de sintesis de
algunos aminoéacidos. En algunas células de la corteza suprarrenal y las génadas las

mitocondrias también tienen funcién esteroidogénica (1).

Estas organelas también intervienen en el proceso de apoptosis, que se inicia con la
apertura del poro de transicién de la permeabilidad (mtPTP), un complejo que atraviesa las
membranas interna y externa de la mitocondria. La apertura del poro permite el escape de
proteinas desde el espacio intermembrana al citosol. La liberacién del citocromo c activa una
proteina citosolica, Apaf-1, que a su vez inicia una cascada de enzimas proteoliticas
denominadas caspasas; las caspasas destruyen proteinas esenciales para el mantenimiento
de la estructura celular. Al mismo tiempo, este proceso permite que la endonucleasa G y el

factor de induccion de apoptosis AIF se dirijan al niicleo, donde destruyen el ADN celular (35).
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Enzimas mitocondriales requladas por la via de senalizaciéon de la insulina

Varias enzimas involucradas en la via de sefializacion de la insulina y de otras sustancias
mensajeras se encuentran presentes en las mitocondrias, como Akt y PKC®, que se translocan
a la mitocondria cuando son activadas (38). Esto podria sugerir que la mitocondria responde a
estimulos externos, como las hormonas. Actualmente se acepta que la insulina no actla
directamente en la mitocondria sino a través de intermediarios. Se sabe que el mecanismo de
accion de la insulina regula dos importantes complejos enzimaticos presentes en las

mitocondrias.

Uno de ellos es la deshidrogenasa de aminoacidos ramificados (BCKD). Este complejo,
encargado de iniciar el proceso catabdlico de dichos aminoacidos, es regulado por una quinasa
especifica. Esta quinasa fosforila dos residuos de serina en la subunidad E1a de BCKD,
disminuyendo su actividad. Mediante un mecanismo que involucra a PI3K y mTOR, la insulina
incrementa la sintesis de la quinasa, provocando la inhibicion de BCKD vy, por lo tanto,

inhibiendo la degradacion de amino&cidos ramificados (39).

La insulina también regula el complejo piruvato deshidrogenasa (PDHc) que convierte el
piruvato resultante de la glucdlisis en acetil-CoA para que ingrese en el ciclo de Krebs. En este
caso, actua la PKCO fosforilando a la fosfatasa especifica de PDHc, que posteriormente

defosforila al complejo, provocando su activacion (40).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Sobre la base de los hallazgos de sustancias simil insulina en procariotas, establecer una
relacion evolutiva entre las bacterias y las mitocondrias, para determinar la distribucion

intracelular de la insulina y su presencia en mitocondrias.

Objetivos especificos

e Determinar la distribucién de insulina en tejidos de rata por radioinmunoanalisis.
e Determinar la presencia de insulina en mitocondrias hepéticas de rata por

radioinmunoanalisis y microscopia confocal.

HIPOTESIS

La insulina se internaliza en los tejidos no sé6lo para su degradacion sino porque cumple
algunas funciones a nivel intracelular. Teniendo en cuenta que las mitocondrias son organelas
que derivan de un endosimbionte procariota, se establece la hip6tesis de que la insulina
internalizada se dirige a la mitocondria, en base a los hallazgos de sustancias simil insulina y

respuesta bioldgica a la insulina en procariotas.

ALCANCE

Dado que sustancias simil insulina se encuentran presentes en procariotas y en eucariotas
unicelulares, si se determina la presencia de insulina endégena en mitocondrias, surgiran

diversos interrogantes:

Este trabajo se relaciona con las investigaciones “in vitro” que se realizan en nuestro
laboratorio sobre el transporte y degradacion de insulina en mitocondrias. Su importancia
reside en la demostracion directa de insulina en las mitocondrias “in vivo”, con sus implicancias

en la fisiologia celular.
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MATERIALES

La insulina de cerdo fue un obsequio del Dr. Anderson (Laboratorio Beta, Bs. As.,
Argentina); **I Na (17,4 Ci/mg) fue de DuPont (Boston, MA, USA); N-Etilmaleimida (NEM) fue
de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA); HEPES fue de Santa Cruz Laboratorios (CA,
USA), suero normal de conejo fue de Lab. Alfredo Gutierrez (Bs. As., Argentina). Conejo anti-
IgG de cobayo unido a FITC y Cabra anti-lgG de ratén unido a Cy3 (Zymed Lab. Carlton Court,
San Francisco, CA, USA). Anticuerpo anti-EDI monoclonal de raton 9B12 fue un obsequio de
Richard A. Roth (Stanford University, Stanford, CA). SAl 4 y SAIl 15 (utilizado en el estudio
confocal) fueron anticuerpos anti-insulina preparados en nuestro laboratorio. El resto de las
drogas fueron de grado analitico.

METODOS

Fundamentos para el desarrollo de un radioinmunoanalisis (RIA)

El método de radioinmunoanalisis surgi®6 como una nueva técnica de ensayo de unién
competitiva de un antigeno con un anticuerpo que hoy posibilita la cuantificaci6n de muchas
sustancias, en particular hormonas. Utilizando anticuerpos especificos es posible detectar

concentraciones muy bajas de una hormona en una muestra.

La técnica se basa en la competicién entre un anticuerpo y moléculas de una hormona con
moléculas de la misma hormona marcada radioactivamente en los grupos tirosina sin interferir
con la inmunoreactividad o su comportamiento biolégico. Si se utiliza una serie de patrones de
concentraciones crecientes de la hormona en estudio, esta competicion hace que disminuya
progresivamente la cantidad de antigeno marcado (Ag*) unido con respecto al antigeno frio
(Ag). De esta manera, puede medirse la cantidad de hormona presente en una muestra
desconocida, ya que los patrones competiran por el anticuerpo de la misma manera en que lo
hace la hormona marcada. Para esto, es fundamental que la sustancia presente en la muestra
y la correspondiente a la solucién patrén sean idénticas, es decir que se comporten de la

misma manera frente al anticuerpo.

El método se basa en la inhibiciébn competitiva. A medida que la cantidad de antigeno no
marcado se incrementa, los sitios de unién al anticuerpo se van saturando progresivamente,
dejando menos posibilidades de que se unan moléculas del antigeno marcado. Al incubar el
antigeno frio, el antigeno marcado y el anticuerpo, se obtiene una reaccién de equilibrio

dinamico que permite que las fracciones de antigeno unidas al anticuerpo se separen de las
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fracciones libres. Para cuantificar la reaccion, se mide la radioactividad presente en cada una

de las fases (unida y libre).

Este método, desarrollado inicialmente con el fin de medir cuantitativamente insulina en
suero, fue divulgado en 1960 por Solomon A. Berson y Rosalyn S. Yalow (41). A partir de ese
momento, se convirtid en la técnica mas ampliamente utilizada para medir no sélo insulina, sino

muchas otras hormonas y sustancias.

Estudio de las variables para desarrollar un RIA de rata

Concentracién del anticuerpo. Se probaron distintas diluciones (1/60000, 1/40000 y
1/30000) de una solucién de anticuerpo de cobayo anti-insulina de cerdo. Se establecié la

dilucién de 1/30000 como la més apropiada para el ensayo.

125 insulina

Insulina radioactiva. En un principio se colocaron en cada tubo 10000 cpm de
de cerdo con muy alta actividad especifica. En ensayos posteriores se redujo la cantidad de
actividad en cada tubo hasta aproximadamente 5000 o 3000 cpm, calculando el decaimiento
radioactivo y para evitar errores en la determinacién por el aumento progresivo de la masa de

insulina fria con respecto a la marcacion inicial.

La afinidad de la insulina marcada por el anticuerpo obligé a la purificacion de la insulina en
forma previa al analisis de la muestra. Esto se debe a que durante un estudio en condiciones
de equilibrio transitorio, el calculo de la masa por el decaimiento radioactivo es critico y debe
permanecer intacta la afinidad por el anticuerpo. Debido a esto fue necesario depurar

sucesivamente la ***I-insulina.

Dilucién de la insulina de rata en las condiciones de trabajo. Se establecié una curva
estandar con una dilucién final de 1/20 agregando a cada tubo 100 pl de solucion patrén en un
volumen final de 2 ml. Posteriormente, se observd que el contador automatico leia mal los
tubos debido a un error de paralaje (eso se comprobd con la lectura de volumenes variables de
material marcado). Por tal motivo, se comenzé6 a trabajar con un volumen final de 1 ml y se
usaron 50 pl de solucién estandar de insulina de rata en lugar de 100 pl. Por ende, los valores

de la curva no se madificaron, sino que se ajustaron al volumen final de cada tubo.

Incubacién con el anticuerpo. Las soluciones estandar de insulina de rata se incubaron con

una dilucion 1/30000 de anticuerpo de cobayo anti-insulina de cerdo. Esta incubacion se llevé a

125

cabo durante 48 hs a 4°C. Luego del agregado de ““l-insulina de cerdo, las muestras se

incubaron durante 1 h en bafio de hielo.



21

Separacion. Se utiliz6 una mezcla de carbén-dextran para separar la fase unida al
anticuerpo (B "bound") de la fase libre (F "free"). El carbdn adsorbe la porcién de insulina libre,
dejando en solucién el complejo [insulina-anticuerpo]. A cada tubo se agregaron 0,1 ml de
suero normal humano y 0,2 ml de la solucién de carbdn-dextran. Luego se probaron distintos
tiempos de agitacién para homogeneizar la solucién: 10 seg y 5 seg y el tiempo 6ptimo de
agitacion se establecié en 10 seg. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 4°C durante 15 min
a 2500 rpm para separar la fraccion unida de la fraccion libre, la cual qued6 adsorbida al

carbon-dextran al centrifugar.

Perfusién de higados con N-etilmaleimida 2 mM

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de aproximadamente 200-250 g (Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA). Las ratas fueron alimentadas ad libitum y se les dio un

suplemento de manzana y huevo duro tres veces por semana.

Para la extraccion de insulina de higado los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical y a algunos de ellos se les realizdé una perfusion hepatica con N-etilmaleimida (NEM) 2
mM en solucion fisiologica (NaCl 0,9%). NEM es un derivado del acido maleico, que reacciona
de forma irreversible con los grupos tiol de las proteinas, dando como resultado un tioéter e
inhibiendo la actividad enzimatica. En este caso, se utiliz6 NEM para inhibir la degradacion de
la insulina por una enzima que la degrada especificamente (EDI). Se considera que la insulina
no se encuentra libre en los citoplasmas celulares, sino unida a EDI; se supone que la
concentracion de insulina en células hepaticas y en mitocondrias sera mayor de la que se

encuentre presente en el tejido no perfundido con NEM, porque prevendria su degradacion.

Se utilizaron dos grupos de animales, con los que se procedidé de forma diferente previo a la
perfusion. En un caso las ratas fueron sacrificadas y en otro, anestesiadas con inyeccion
intraperitoneal de clorhidrato de ketamina 50 mg/kg, un anestésico general, no barbitdrico, de
rapida accion asociado a 0,5 mg/kg de clonazepam inyectable. Los higados se perfundieron
con aproximadamente 25 ml de solucién de NEM 2 mM utilizando una aguja por la vena porta

hepética o por la vena cava.

Luego de la perfusion, se llevaron a cabo los pasos para la extraccion de insulina como se
describira mas adelante utilizando una porcién del higado removido. La mayor parte del tejido

hepéatico se separd para la posterior extraccién de mitocondrias.
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Procesamiento de tejidos y extraccién de insulina

Al método de extraccion disefiado por Jephcott (42) se aplicaron las modificaciones

introducidas por Grodsky (43) con ciertas adaptaciones.

Los animales sacrificados se diseccionaron y se extrajeron los siguientes tejidos: higado,
rifién, musculo y pancreas. Cada uno de los tejidos se pes6 e inmediatamente después se
coloco en un tubo conico de 50 ml conteniendo una solucién de &cido-alcohol (15 ml de HCI
concentrado diluidos a 1 L en etanol 75%). Aunque el volumen minimo requerido es de 4 ml de
acido-alcohol/g de tejido, en la mayoria de los casos se utilizé6 un volumen mayor para que los

tejidos pudieran ser homogenizados adecuadamente.

En cada tubo se agregd una cantidad definida de 2%|insulina con el fin de determinar el
porcentaje de recuperacion de insulina intacta al final del proceso de extraccién. Este agregado
resulta esencial para determinar la cantidad de insulina, para evitar la subestimacién en el RIA.
Durante el tratamiento se pierde una cantidad de insulina en cada paso de purificacion y al
mismo tiempo, hay un deterioro de la insulina y se generan productos de degradaciéon que no

son detectados durante la determinacion por RIA.

Posteriormente, cada tejido en solucién acido-alcohdlica se procesd en un homogenizador
automético de alta velocidad (IKA Works Inc, Wilmington, NC, USA) hasta su completa
homogenizacion y se dejo en agitacion durante toda la noche a 4°C. Luego, las muestras se
centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm en centrifuga refrigerada a 4°C. Se realiz6 una re-
extraccion para recuperar la mayor cantidad de insulina posible. Para ello, el sobrenadante que
contiene la insulina se separé y preservo en hielo. El precipitado se resuspendié en un volumen
equivalente de acido-alcohol y se puso a agitar durante 1 h mas. La centrifugacion se repitié en
las mismas condiciones y se sumaron los dos sobrenadantes. Luego, se ajusto el pH a 8.5-9.0
con NaOH concentrado y se dej6é toda la noche a 4°C para que precipiten las proteinas

insolubles.

El sobrenadante se centrifugd durante 15 min a 3000 rpm, 4°C. Se midi6 el sobrenadante y
se agregaron 4 volimenes de una solucion de acetona-éter (1,5:2,5 v/v) para precipitar la
insulina; luego se centrifugdé a 4°C durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante se descarto y
los precipitados fueron ventilados para evaporar trazas de éter. Finalmente, los precipitados se
resuspendieron en buffer RIA (veronal 0,02 M, 0,25% seroalbimina bovina, 1% suero normal
de conejo, pH 8.6). El material insoluble se centrifugd nuevamente (5 min, 3000 rpm), se
descartd el precipitado y los sobrenadantes se almacenaron a -70°C hasta el dia de la

determinacion.
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Aislamiento de mitocondrias hepaticas

La extraccion de mitocondrias se realizé utilizando el método de Parsons (44). Inicialmente
se realizan cortes del higado de aproximadamente 2 mm?® luego se homogeniza con un
homogenizador de teflén y un volumen aproximado de 80 ml en buffer de extraccion: sucrosa
70 mM, manitol 220 mM, HEPES 20 mM EDTA 1mM, pH 7.4. Luego se realiza una serie de
centrifugaciones a 4°C:

Homogenato diluido 1:3

centrifugar a 600 xg 10 min (2500 rpm)

PP Sh (Contiene las mitocondrias, se separa con cuidado
con jeringa sin remover y se centrifuga)

centrifugar a 7000 xg 15 min (8600 rpm)

PP* Sb  * Resuspender el precipitado en la mitad
(mitocondrias) del volumen del homogenato inicial

centrifugar a 600 xg 10 min (2500 rpm)

PP Sb  (Contiene las mitocondrias, se separa con cuidado
con jeringa sin remover y se centrifuga)

centrifugar a 7000 xg 15 min (8600 rpm)

Antes de resuspender lavar suavemente el boton.
PP* Sb  * (Opcional, resuspender el precipitado en la cuarta
(mitocondrias) parte del volumen del homogenato inicial, y repetir).
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El precipitado contiene las mitocondrias. Se resuspende en el mismo buffer y se
homogeniza con homogenizador de vidrio con el fin de romper las mitocondrias y efectuar la
extraccion acido-alcohdlica. Se agrega 4 veces un volumen de acido-alcohol al volumen de
buffer mitocondrial y finalmente la muestra se sonifica 5 min a temperatura ambiente. Luego se

contindia con el mismo procedimiento ya descrito para la extraccion de insulina en los tejidos.

Estudio de la calidad de lainsulina

Para estimar el porcentaje de insulina intacta al final de la extraccion, las muestras se
trataron con &cido tricloroacético (TCA) 5%. En estas condiciones se analizé la insulina
extraida y la 121 insulina agregada al principio de la extraccién. Las muestras se centrifugaron a
4°C durante 15 min, 2500 rpm. El porcentaje de insulina intacta se determiné midiendo la
radioactividad precipitada.

El TCA precipita proteinas e insulina quedando en el sobrenadante los fragmentos de la
hormona. La metodologia es simple y se ha difundido por ese motivo, aunque presenta
diferencias con la calidad de insulina determinada por otros métodos (anticuerpos, filtracion en
gel, unién a receptores). Los resultados se utilizaron para corregir los valores de recuperacion
de insulina, ya que no la totalidad de 12| insulina que se agrega al inicio se recupera en su
estado nativo y bioldgicamente activo.

Microscopia electrénica de mitocondrias aisladas

Una muestra de la suspension de mitocondrias recuperadas a 37°C, durante 15 min. con
oxigeno 100%, en buffer mitocondrias (manitol 0,25 M, HEPES 20 mM, fosfato de potasio 5
mM, cloruro de magnesio 5 pM, ditiotreitol 1 mM, coenzima A 50 pM, cocarboxilasa 50 pM y
albumina desgrasada 1 mg/ml) se centrifugé 10 minutos a 10000 xg. El precipitado se fijé
durante 45 min a 4°C en glutaraldehido 3% y p-formaldehido 5% en buffer cacodilato de sodio
0,1 M, pH 6.9 con MgCl, 0,01 M y CaCl, 0,01 M. Luego, las muestras se lavaron con el mismo
buffer y se fijaron 1 h a 4°C con tetr6xido de osmio 1% en buffer cacodilato, se lavaron
nuevamente y se tifleron con una solucion 70% de uranilacetato, se deshidrataron y se
introdujeron en una resina epoxy durante la noche. Se realizaron cortes de 1 pm, que fueron
teflidos con uranilacetato alcohdlico saturado y subnitrato de bismuto. Se utiliz6 un microscopio

electrénico de transmisién Zeiss EM 910 (Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Germany) a 80 Kv.
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Estudio confocal del comportamiento de lainsulina endégena en mitocondrias

Una muestra de mitocondrias obtenidas y recuperadas como se describié mas arriba, fueron
sometidas a un estudio confocal. Para ello los precipitados de mitocondrias aisladas se
deshidrataron luego de la fijacion mediante sucesivos pasos en concentraciones crecientes de
alcohol. Se incluyeron en parafina, se realizaron cortes de 3-4 um y se colocaron en placas
Superfrost-Plus (Corning Glass, One Riverfront Plaza Corning, NY, USA). Se elimind la parafina
y las muestras se lavaron y se cubrieron con buffer PBS, pH 7. Luego de dos lavados en PBS,
las muestras se cubrieron con un anticuerpo especifico de cobayo anti-insulina (dilucién
1/10000) o con un anticuerpo monoclonal especifico de raton anti-EDI (dilucion 1/750) y se
incubaron durante toda la noche a 4°C. Luego del lavado, las muestras se incubaron con
anticuerpos secundarios: conejo anti-lgG de cobayo unido a FITC (Zymed Lab. Carlton Court,
San Francisco, CA, USA) o cabra anti-IlgG de ratén unido a Cy3 (Zymed Lab. Carlton Court,
San Francisco, CA, USA), durante 1 h a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con
PBS. Los estudios de microscopia laser confocal se realizaron con Olympus FV300 (Olympus
America Inc, Corporate Parkway, Center Valley, PA, USA) con 3 laseres: Argdon 488 nm, Helio-
Nedn verde 543 nm, Helio-Neb6n rojo 633 nm; 2 objetivos de inmersiéon (UplanApo, 40X y
PlanApo, 60X), escaneres 3D (XYZ, vectorial-Z) con aumentos de 0,025 ym en Z y zoom de

2,5X y 3X. Las imagenes fueron obtenidas con el software FluoView version 3.3 y filtro Kalman.

Analisis estadistico

Se realizaron los estudios estadisticos con el programa GraphPad Prism, version 4. Se
consider6 entre 2 variables una diferencia estadisticamente significativa en el test t de Student

cuando el valor fue 5% o menor.
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RESULTADOS

Desarrollo de un RIA para determinacién de insulina de rata

Como se describi6 en la seccion de “materiales y métodos”, se establecieron las
condiciones apropiadas para realizar las determinaciones de insulina en tejidos y mitocondrias

por radioinmunoanadlisis:

Se realiz6 una dilucién de 1/20 de los estandares de insulina de rata y las muestras se
incubaron con un anticuerpo anti-insulina de cerdo en una concentracion de 1/30000. Los
patrones y las muestras desconocidas se incubaron durante 48 hs con el anticuerpo a 4°C.
Transcurrido ese tiempo, se agrego el antigeno radioactivo (insulina de cerdo), cuya actividad
se ajustd segun el tiempo transcurrido desde el dia de la marcacion, teniendo en cuenta el

decaimiento del **°|

. Luego de una hora de incubacién en bafio de hielo se agregé 0,1 ml de
suero normal humano para facilitar la separacién de las fracciones B/F. Ambas fracciones se

separaron con 0,2 ml de carbén-dextrdn y centrifugaron a 4°C durante 15 min a 2500 rpm.

Todas estas condiciones fueron evaluadas para obtener la curva de dosis-respuesta de
mayor reproducibilidad y sensibilidad. La curva que més asegura la calidad de un ensayo debe
tener un valor entre el 25 y 30% de union en el punto cero y una pendiente empinada. En este
caso, se comenzo con una dilucién del anticuerpo de 1/60000 para experimentalmente llegar a
una concentracién de 1/30000. Aumentando la concentracién del anticuerpo, aumenta el
porciento de captacién, ampliando la posibilidad de competicion con el antigeno frio (esto es
importante ya que a medida que la dosis de antigeno frio se incrementa la respuesta es
menor). Sin embargo, si la concentracién del anticuerpo es demasiado alta se observara un
plateau a dosis bajas del antigeno. Por otro lado, si se eleva la concentracién del trazador
(masa de antigeno marcado), se obtendra una curva con una pendiente demasiado pequefia
(45).

La eleccion del anticuerpo que se utilizd en los ensayos se realizd en base a pruebas
realizadas con anterioridad con una serie de anticuerpos. Como ejemplo, en la figura 3 se
presentan dos anticuerpos diferentes (SAl: suero anti-insulina), ambos obtenidos de cobayos

inoculados con insulina de cerdo.
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Fig. 3
ESTUDIO DE LOS ANTICUERPOS
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Figura 3: Estudio de los anticuerpos

Se comparan dos curvas de dosis-respuesta en las que se prueban dos
anticuerpos distintos, ambos de cobayo, anti-insulina de cerdo. En los dos
casos, los estandares de insulina de rata se incubaron con el anticuerpo 48 hs.
Luego del agregado de insulina radioactiva se incubaron 1 h. SAIl: suero anti-
insulina.

El SAI 94 tiene una baja afinidad por el antigeno (insulina de rata) y se observa muy poco
desplazamiento, obteniéndose una curva de dosis-respuesta con una competicion muy
deficiente. La concentraciéon del anticuerpo es elevada con un valor B/T (Ag* unido/Ag* total)
alto pero una mayor dilucién redujo el B/T pero aplané la curva (disminuyd la competencia
entre el antigeno frio y el marcado, no mostrado). Con este anticuerpo se obtendrian resultados
inexactos y poco reproducibles. Por el contrario, el SAl 4 mostré tener un desplazamiento
adecuado para el radioinmunoanalisis, ya que el ligando frio y el marcado compiten por los
sitios de unidn en las condiciones establecidas. Con él se obtuvo una curva con un porcentaje
de captacion uatil y que, ademas de iniciar con un porcentaje alto de B/T tiene un
desplazamiento competitivo amplio, lo que significa una buena sensibilidad. Asi, es posible
realizar un radioinmunoandlisis que permite determinar distintas concentraciones de las

muestras con mayor precision y sensibilidad.
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Fig. 4

CURVA ESTANDAR DE INSULINA DE RATA
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Figura 4: Curva estandar de insulina de rata

Curva estandar obtenida a partir del promedio de 8 curvas realizadas
utilizando una diluciéon de 1/30000 del anticuerpo seleccionado. Los patrones
de insulina de rata se incubaron durante 48 hs con el anticuerpo, y luego del
agregado de "*l-insulina de cerdo se incubaron 1 h mas. El &rea sombreada
representa X = 1 desvio estandar. (25 pU = 1 ng)

Suero normal de rata (control): Se utilizaron 2 muestras distintas de suero normal de rata
para calcular el coeficiente de variacion (CV) de las determinaciones del RIA.

XSNR 1:116,82+7,65 CV=0,16 (n=6)

XSNR 2:82,48+8,19 CV=024 (n=6)
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En la figura 4 se muestra una curva estandar de insulina de rata, que representa el
promedio de 8 curvas que se utilizaron para realizar las determinaciones de insulina en las
muestras. Como se mencioné previamente, el radioligando utilizado en los ensayos es **°I-
insulina de cerdo, los patrones son de insulina de rata, el desconocido es suero y extractos de
tejido y de mitocondrias hepéaticas de rata y el anticuerpo es de cobayo anti-insulina de cerdo.
Al incubar el estandar de rata durante 48 hs con el anticuerpo se alcanza el equilibrio (un
equilibrio de reaccién suficiente para una competicion con la insulina marcada de cerdo).
Luego, al incorporar la insulina radioactiva que posee una mayor afinidad por el anticuerpo, el
sistema se incuba durante 1 h y la competicién transitoria que se produce es de tal grado que
es posible obtener una curva de dosis-respuesta sensible y precisa. El desconocido debe ser

tratado en las mismas condiciones de incubacién y separacién que el estdndar de rata.

Determinaciones de insulina en tejidos y mitocondrias hepaticas de rata

En la figura 6 se muestran las concentraciones de insulina de rata en higado, musculo, rifién
y pancreas. Se representa el promedio de las determinaciones para cada tejido expresadas en
ng/g de tejido. Los valores de insulina en higado corresponden a las determinaciones
realizadas con higados sin NEM. La escala de la derecha refiere la concentracién de insulina

en pancreas expresada también en ng/g.

Considerando sélo los tejidos extrapancreaticos, la concentracion de insulina fue mayor en
rifidn que en el resto de los tejidos analizados. A su vez, la concentracién de insulina en
musculo fue mayor que en higado. Para cada tejido, se representa la concentracion de insulina
determinada de forma directa en el radioinmunoanalisis (columnas celestes), y la misma
concentracion corregida por el porcentaje de insulina que se pierde durante la extraccion
(columnas violetas). Como se describe en la seccidén de “materiales y métodos”, la pérdida de
insulina durante la extraccion se calcula como porcentaje de **’l-insulina agregada inicialmente
gue no se recupera al final de la extraccion. Los valores también fueron corregidos por el
porcentaje de precipitacion en TCA 5%, teniendo en cuenta que de toda la insulina que se
recupera al final de la extracciéon acido-alcohdlica, un porcentaje no es insulina intacta, sino
probablemente fragmentos de la hormona, que no son reconocidos por el anticuerpo en el RIA.
De todas formas, en la mayoria de los casos, la precipitacion de la insulina recuperada al final
del proceso fue mayor al 90%, indicando que con cada paso de la extraccion se selecciona

insulina intacta.
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Fig. 5

ESTUDIO DE LA PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD DEL RIA
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Figura 5: Estudio de la precision y reproducibilidad del RIA

Izquierda: Se muestra un grafico correspondiente a la recuperacion de insulina
en el RIA, es decir yU de insulina agregadas (solucién patréon de insulina de
rata) Vs. pU de insulina recuperadas segun los valores determinados en la
curva estandar, lo cual demuestra la precision del ensayo desarrollado en este
trabajo. n: 3

Derecha: La reproducibilidad del RIA se aprecia en la linearidad observada
utilizando volumenes crecientes de suero de rata en la determinacioén, ya que
a medida que se incrementa la dosis, se obtiene una respuesta lineal de los
valores de insulina determinados en el ensayo. n: 2
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DETERMINACION DE INSULINA EN TEJIDOS DE RATA
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Figura 6: Determinacion de insulina en tejidos de rata

Columnas celestes: Determinacion directa de insulina sin recuperacion.
Columnas violetas: Determinacion de insulina total corregida por la
recuperacion. 1: X+ ES

Columnas celestes - Higado: 3.83+0.66; Musculo: 7.84+1.12; RIifion:
26.87+7.83; Pancreas: 3864317439

Columnas violetas - Higado: 14.82+0.97; Musculo: 35.25+11.31; Rifion:
98.28+29.66; Pancreas: 142907+48990
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Fig. 7

DETERMINACION DE INSULINA EN HIGADO
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Figura 7: Determinacién de insulina en higado de rata

Se comparan las concentraciones de insulina halladas en higados sin y con N-
Etilmaleimida (NEM) 2 mM. Columnas celestes: Determinacién directa de
insulina sin recuperaciéon. Columnas violetas: Determinacion de insulina
corregida por la recuperaciéon. L: X+ ES

Columnas celestes — Sin NEM: 3.83+0.66 (n: 5); Con NEM: 6.30+0.69 (n: 6)
*p<0.02

Columnas violetas — Sin NEM: 14.82+0.97 (n: 5); Con NEM: 19.83+1.89 (n: 7)
* % p<0.04
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En la figura 7 se comparan las concentraciones de insulina determinadas en higado sin
perfundir y en higado perfundido con N-etilmaleimida (NEM) 2 mM. Las columnas celestes
representan el promedio de las determinaciones directas en el RIA, mientras que las columnas
violetas representan los valores de insulina corregida por su recuperacion. Se observan
diferencias significativas entre las determinaciones directas de insulina en higados sin NEM y
con NEM (p<0.02). Lo mismo se observa cuando se comparan dichos valores corregidos por la
recuperacion de insulina durante la extraccion acido-alcoholica (p<0.04). Las concentraciones
de insulina en higados perfundidos con NEM fueron equivalentes en animales con y sin

anestesia (no mostrado).

En la figura 8 se observan los valores de concentracion de insulina en mitocondrias
hepéticas de rata extraidas de higados sin perfundir y perfundidos con NEM 2 mM. En este
caso, se muestran directamente los valores de insulina corregidos por la recuperacion y se
refieren en pU/mg de proteinas mitocondriales totales (la deteminacion de proteinas se realizd
utilizando el método de Lowry) (46). En la figura se evidencia un aumento significativo de la
concentraciéon de insulina en mitocondrias con NEM (p<0.05) con respecto a las mitocondrias
sin NEM.

Estudios de microscopia de insulina en mitocondrias

En la figura 9 se observa una imagen obtenida con un microscopio electrénico de
transmision de mitocondrias aisladas de higado de rata. Se observan las mitocondrias intactas

y fragmentos de membrana pertenecientes, probablemente, a reticulo endoplasmatico rugoso.

Las mitocondrias aisladas se utilizaron para realizar un estudio de microscopia laser
confocal con anticuerpos asociados a fluorocromos. Como se describe en la seccion de
“materiales y métodos”, se utilizaron dos anticuerpos: un anticuerpo monoclonal especifico de
raton anti-EDI y un anticuerpo especifico de cobayo anti-insulina. Las muestras fijadas y
preparadas se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios. Los anticuerpos
secundarios anti-lgG de ratén y anti-lgG de cobayo estan asociados a Cy3 (fluorescencia roja)

y FITC (fluorescencia verde), respectivamente.
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Fig. 8

DETERMINACION DE INSULINA EN MITOCONDRIAS
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Figura 8: Determinacién de insulina en mitocondrias hepaticas de rata

Se comparan las concentraciones de insulina halladas en mitocondrias
extraidas de higados sin perfundir y perfundidos con N-Etilmaleimida (NEM) 2
mM. Los valores se refieren en pU/mg de proteinas totales y se representan
corregidos por la recuperacion. L: X+ ES

Sin NEM: 4.62+1.65 (n: 5); Con NEM: 11.81+3.28 (n: 6) *p<0.05
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
MITOCONDRIAS AISLADAS

Figura 9: Microscopia electronica de mitocondrias aisladas

Se observa un grupo de mitocondrias aisladas como se describe en la seccion
de “materiales y métodos”, con su doble membrana (TEM: 25000X). En la
imagen interna se muestra una mitocondria amplificada (TEM: 50000X).
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Fig. 10

ESTUDIOS CONFOCALES EN MITOCONDRIAS

Figura 10: Estudios confocales en mitocondrias

Se observan mitocondrias aisladas luego de la incubaciéon con anticuerpos
fluorescentes (ver “materiales y métodos”). A. En rojo se observan las
mitocondrias incubadas con un anticuerpo anti-EDI. B. Se muestra la misma
imagen utilizando un anticuerpo anti-insulina (mitocondrias en verde). C.
Superposicién de ambas imagenes (merge); las mitocondrias se ven de color
amarillo, debido a la proximidad de las moléculas en estudio (EDI e insulina).

Las mitocondrias se obtuvieron con aumento 60X y zoom 6X. La imagen
interna muestra una mitocondria tomada en estas condiciones y amplificada 4
veces en la computadora.
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En la figura 10 se observa la misma imagen reproducida utilizando distintas lineas de
emision. En la figura 10A se observa la fluorescencia roja del anticuerpo secundario anti-EDI,
mientras que la figura 10B es la misma imagen pero se observa una cantidad menor de
mitocondrias en color verde, que corresponde con el fluorocromo asociado al anticuerpo
secundario anti-insulina. Es decir que en condiciones basales (ratas ayunadas 12 hs) la
concentracion de insulina es menor que la de EDI. En la figura 10C se ven las figuras 10A y
10B superpuestas (merge), de manera que las mitocondrias se ven de color amarillo. Sin
embargo, no se observan mitocondrias de color verde. Esto indica que la insulina y EDI se

encuentran muy préximas entre si, demostrando su co-localizacién en las mitocondrias.
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DISCUSION

Introduccién

El objetivo de este trabajo parte de los conocimientos sobre biologia evolutiva que se
refieren a los cambios y adaptaciones que sufrieron los seres vivos desde los origenes de la
vida. A partir del surgimiento de las primeras células (procariotas) la evolucién permitioé el
desarrollo de una vasta diversidad de organismos. Las primeras células eucariotas adquirieron
la capacidad de comunicarse y agruparse para formar colonias dentro de las cuales se
desarrollaron funciones especificas. De esta manera se formaron los primeros tejidos y
posteriormente los 6rganos y sistemas. Dentro del reino animal, los mamiferos representan el

mayor grado de complejizacién y organizacion.

Las hormonas peptidicas son mensajeros que transmiten sefiales entre células, tejidos u
organos. La insulina es una hormona anabdlica sintetizada por el pancreas de los vertebrados
e implicada en diversos procesos esenciales del metabolismo. Los invertebrados, como los
nematodos, moluscos e insectos poseen péptidos relacionados con la insulina que son
sintetizados en el sistema nervioso central. INS-6, uno de los polipéptidos simil insulina
caracterizados en el nematodo Caenorhabditis elegans, posee una estructura terciaria muy
similar a la insulina humana, aunque sus secuencias aminoacidicas sean muy diferentes (19).
Las vias de sefalizacion desencadenadas por estos péptidos simil insulina poseen
componentes homologos a los que forman parte en el mecanismo de accion insulinica en
mamiferos (18) y sus efectos estan relacionados con el desarrollo, la supervivencia y la
reproduccién. El aumento de la concentracién de azucares en la sangre es un mecanismo de
adaptacién de los insectos que favorece la supervivencia durante los periodos de bajas
temperaturas. En Drosophila los péptidos simil insulina (designados DILPs) también regulan las
concentraciones de azlicares en la hemolinfa, de los cuales la trehalosa es el azlcar

predominante (47, 48).

En eucariotas primitivos, como protozoos y hongos también se han encontrado sustancias
muy semejantes a las hormonas de los mamiferos. En el protozoo Tetrahymena pyriformis,
investigaciones sobre el hallazgo de una molécula simil insulina (25) y de una proteina
semejante a la relaxina (una hormona perteneciente a la superfamilia de la insulina, asociada a
la reproduccién en animales superiores), sugieren que genes separados para las dos
hormonas han existido desde el principio de la vida, y que sus productos génicos habrian
provisto el potencial para el desarrollo de la complejidad en organismos multicelulares (49). Del
mismo modo, se ha propuesto que las diversas sustancias semejantes a hormonas halladas en

organismos eucariotas unicelulares originalmente cumplian funciones de comunicacién
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intercelular (50).

La insulina intracelular se encuentra asociada a la enzima degradante de insulina (EDI). EDI
se encuentra presente en muchas especies. Esta enzima no sélo degrada la hormona, sino que
esta intimamente implicada en algunas de sus funciones. Por ejemplo, la degradacion de
insulina por EDI aparentemente cumple un rol regulatorio en la actividad del proteasoma (15).
El proteasoma es un complejo proteico encargado de la degradacién de proteinas presente en
todas las células eucariotas y en el dominio Archaea. Se ha determinado la existencia de
complejos proteoliticos analogos en bacterias como Escherichia coli (32, 33), y en diversas
especies de cianobacterias y proteobacterias (51), que se originaron entre 2500 y 850 millones

de afios atras (Fig. 2).

En la bacteria Escherichia coli se han caracterizado proteasas capaces de hidrolizar
insulina. Se determind la presencia de actividad degradante de insulina en las regiones
peripldsmica y citosélica de este procariota, asociada a las enzimas denominadas Pi y Ci,
respectivamente, aunque Pi es aparentemente idéntica a la proteasa lll (52). La proteasa lll es
estructuralmente similar a EDI y de manera analoga, posee la capacidad de degradar insulina
(53). En la mosca Drosophila, EDI cumple la funcién de antagonista de la via de sefializacion
de la insulina. La alteracién de la expresién de EDI en las denominadas células productoras de
insulina (localizadas en células neuroenddcrinas) produce una reduccion en el tamafio del

organismo, y altera la fecundidad y la longevidad (54).

En base a estos hallazgos sobre la degradacion de la insulina en bacterias, y teniendo en
cuenta el vinculo existente entre bacterias y mitocondrias, Desautels y Goldberg (55)
estudiaron la degradacién de proteinas en la mitocondria. Lo que demostraron fue que las
proteasas presentes en estas organelas, encargadas de degradar proteinas mitocondriales,
también tienen la capacidad de degradar insulina, y observaron que la mayor parte de la
actividad degradante de insulina independiente de ATP estaba presente en la matriz

mitocondrial.

Discusion de la metodologia

Considerando todo lo expuesto, en este trabajo se propuso el estudio de la distribucién de la
insulina tisular endégena en la rata, como base para fundamentar la hipétesis de que la insulina
endocitada en los tejidos se dirige a la mitocondria. Para la concrecién de este proyecto, debié
desarrollarse una herramienta apropiada para la determinacién de insulina en tejidos y

mitocondrias hepaticas de rata.
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La técnica de RIA se basa en una reaccion fisicoquimica que depende de la constante de
afinidad del anticuerpo por el antigeno, la temperatura y el tiempo de incubacion. Es un modelo
de equilibrio transitorio, que para su confiabilidad requiere del mantenimiento de las variables
en forma constante. Por otro lado, a medida que la **I-insulina decae, la masa de insulina fria

aumenta en forma gradual haciendo que los ensayos pierdan reproducibilidad.

El RIA puede realizarse de diferentes formas, agregando los distintos componentes del
ensayo a distintos tiempos. En el caso de incubacién del antigeno combinado (marcado y no
marcado) el equilibrio final se alcanza por competencia estable y o que se debe buscar es el
punto final de equilibrio. Si se incuban el antigeno frio con el anticuerpo hasta que se alcance el
equilibrio dindmico y el antigeno marcado se incorpora luego, se obtiene una curva mas
sensible que incubando con el antigeno frio y el marcado al mismo tiempo. La razén es que el
antigeno marcado debe competir por su unién al anticuerpo con un antigeno en equilibrio

previo por la incubacién efectuada (en este caso de 48 hs) y desplazarlo.

En el primer caso, la sensibilidad dependera de la masa del trazador, de la constante de
afinidad del anticuerpo y el tiempo de incubacion para llegar al equilibrio. En el segundo caso la
constante de afinidad del anticuerpo y la masa del trazador intervienen igualmente, pero el
equilibrio entre el antigeno frio y el marcado difieren, por lo cual el equilibrio alcanzado es
transitorio y refleja la afinidad del anticuerpo por los antigenos colocados en diferentes
momentos. Esta caracteristica fisicoquimica es la que permite usar antigenos diferentes en las
determinaciones hormonales, siempre que el patron estandar y el desconocido coincidan en su
competencia con el antisuero. La determinacion se realiza en equilibrio transitorio y es

sumamente reproducible (Fig. 5).

El laboratorio dispone de anticuerpos anti-insulina preparados hace tiempo para diferentes
tipos de insulina y con diferentes constantes de afinidad. En los ensayos realizados para
determinar insulina en tejidos de rata se probd con un anticuerpo anti-insulina de cerdo, con

una constante de afinidad del orden de 10™° M.

En este trabajo se logrd establecer las condiciones 6ptimas para la obtenciéon de un método
preciso y reproducible para cuantificar insulina en tejidos y mitocondrias de rata. Se utilizaron
dos muestras diferentes de suero de rata con un error estandar pequefio y un coeficiente de

variacion bajo, lo que demuestra la reproducibilidad de la técnica empleada.

Las concentraciones de insulina en tejidos de rata determinadas por el RIA disefiado en
este trabajo son comparables a las obtenidas por Rosenzweig y cols. (56), con una
concentraciéon de la hormona mayor en rifidon que en el resto de los tejidos extrapancreaticos,

como se demuestra en la Fig. 6. La recuperacién de insulina durante la extraccion en acido-
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alcohol, calculada como el porcentaje de 125|_insulina recuperada al final del proceso, fue mayor
en el tratamiento de las mitocondrias que en los tejidos. En higados y mitocondrias se calculé
el porcentaje de insulina que se pierde en los sucesivos pasos de la extraccién. En promedio,
luego de la extraccién acido-alcohdlica durante la noche y la re-extraccién durante 1 hora se
pierde aproximadamente el 55% de la actividad en higados y el 30% en mitocondrias. Sin
embargo, como no se estudio la calidad de la insulina no puede afirmarse qué porcentaje de la

actividad perdida era insulina intacta.

Cuando los precipitados obtenidos luego del tratamiento con éter-acetona, previamente a
las determinaciones se resuspenden en buffer RIA con pH alcalino, se forma un precipitado
insoluble que se elimina por centrifugacion. En promedio, en este paso se pierde un 10% de
actividad en los extractos de higado y un 3% en los extractos de mitocondrias. Probablemente

se trate de fragmentos de insulina, no de insulina intacta.

Discusion de los resultados

Los niveles intracelulares de insulina estan distribuidos de acuerdo a la posicion anatémica
del tejido (higado por ej.) y al flujo plasmatico tisular (rifiédn por ej.) que maodifican la
concentracién de insulina respecto de otros tejidos. Esto hace que en estos tejidos haya una
correlacién directa entre la concentracion tisular de insulina y su concentracion plasmética. En
experimentos realizados in vivo con inyeccién de ‘*l-insulina, se observé esta distribucién
intracelular de la insulina en la rata. Los estudios experimentales demuestran que la insulina se
une a su receptor y se transloca al interior celular en forma dependiente de la concentracion de
insulina(57). La insulina internalizada rapidamente se asocia con organelas intracelulares,
como endosomas, reticulo endoplasmatico, nucleo, etc. y puede mantenerse a concentraciones

intracelulares mayores a la insulina circulante (58). Se libera a medida que es degradada.

Los estudios de Penhos y cols. (59) en 1975 demostraron esta capacidad celular de
acumulacion de insulina y los estudios de Marshall y cols. (60) demostraron la existencia de la
retroendocitosis como mecanismo de liberacion de insulina intacta cuando la célula estuvo en
contacto con altas dosis de insulina. Cresto y cols. (58) demostraron que esta insulina no

solamente era inmunoreactiva sino que conservaba su actividad biolégica.

En 1938, Krebs (61) determind que la insulina no tiene efectos en el consumo de oxigeno
celular. Desde entonces, se acepto la idea de que la insulina per se no poseia efectos a nivel
mitocondrial. Sin embargo, resultados de experimentos realizados en nuestro laboratorio

demuestran que la insulina por si misma posee efectos de regulacién en la actividad del
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complejo piruvato deshidrogenasa (PDHc) (62). En el presente trabajo, la determinacion in vivo

de insulina en mitocondrias permite generar argumentos a favor de dichos hallazgos.

En la imagen de microscopia electronica de mitocondrias aisladas (Fig. 9) se pueden
apreciar a estas organelas con su estructura intacta y su doble membrana. Se observan
fragmentos de membrana pertenecientes a reticulo endoplasmatico, pero no se presentan
lisosomas ni peroxisomas en la muestra, indicando que el método de aislamiento utilizado
permite la obtenciéon de mitocondrias con una pobre contaminacidn con otras organelas que

pudieran alterar la interpretacion de los resultados obtenidos.

Como los estudios de microscopia electrénica sugieren una baja contaminacion peroxisomal
o lisosomal en las mitocondrias aisladas en nuestro laboratorio, los estudios de microscopia
confocal demuestran que la insulina y EDI se co-localizan en las mitocondrias (Fig. 10). EDI es
un marcador mitocondrial, ya que posee una secuencia sefial que la dirige hacia la mitocondria
(63), por los tanto las imagenes observadas representan mitocondrias marcadas por el
anticuerpo, ya que la contaminacion mitocondrial en microscopia electrénica es baja. La
insulina en el interior celular se encuentra asociada a la enzima degradante y como se
expusiera en la introduccién a este trabajo, la asociacion de ambas es aparentemente

fundamental para que la hormona lleve a cabo sus funciones intracelulares.

En experimentos in vitro realizados en nuestro laboratorio, se determiné que EDI es capaz
de actuar como un transportador de insulina hacia el interior de la mitocondria. Mas aln, se
estudié la incorporacién de insulina en la matriz mitocondrial y se observé que en presencia de
la enzima, esta incorporacion se incrementa significativamente. Los resultados obtenidos
indicarian que la insulina se acumula en la mitocondria en una forma dependiente del tiempo y

la concentracion enzimética (64).

Esta capacidad de acumulacién celular de insulina es la que se estudié en el presente
trabajo. Debido a que NEM inhibe la degradacién de insulina (65), las concentraciones de
insulina en higados perfundidos son significativamente mayores que en higados sin prefundir,
como se observa en la Fig. 7, y este efecto se observa también en las mitocondrias. Como
puede apreciarse en la seccion de “resultados”, con respecto a las concentraciones halladas en
mitocondrias hepéticas, se observan diferencias significativas entre los valores obtenidos en
mitocondrias extraidas de higados no tratados y en mitocondrias extraidas luego de la

perfusion hepética con NEM 2 mM (Fig. 8).

Podria estimarse en la rata que el nimero de hepatocitos de un higado de 8 gramos es de
108, y se calcula que hay entre 1000 y 1500 mitocondrias por hepatocito (66), mientras que la

concentracién proteica total de las mitocondrias aisladas es de 57 a 60 mg por higado.
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Teniendo en cuenta que la concentracién de insulina en higado se refiere en ng/g de tejido
hamedo y la concentracion de insulina en mitocondrias se representa en ng/mg de proteinas
totales en mitocondrias aisladas, si se realiza una comparacién grosera de los valores
obtenidos en higados y en mitocondrias, podria decirse que las concentraciones de insulina
hallada en mitocondrias son equivalentes, o hasta superiores a las concentraciones de insulina
en hepatocitos. Esto hace poco probable que los resultados obtenidos sean resultado de una

contaminacion durante el procedimiento de extraccion.

Este hallazgo de insulina en mitocondrias demostrado in vivo por primera vez, sugiere una
hipétesis sobre su mecanismo de accion. La hormona es internalizada aunque su sefial siga
distintos pasos metabdlicos que van desde la glucdélisis hasta la sintesis proteica. Estos pasos
metabdlicos tienen distintos sitios de autorregulacion, desde down regulation (67) del receptor
de insulina en la membrana celular hasta la activacién de mTOR para limitar el exceso de la
sefial insulinica a nivel de los sustratos 1 y 2 (IRS-1 e IRS-2) (68). Ninguno de ellos implica la
degradacion de la hormona internalizada. Unicamente al arribar a la mitocondria se produce en
células hepaticas su degradaciéon masiva (calculada por Desautels y Goldberg en 70 ng/min)
(55). Esta degradacion mitocondrial de la insulina internalizada sugiere una actividad
mitocondrial critica en la funcibn hormonal, en donde la insulina actuaria como el propio

mensajero de su sefal.
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