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RESUMEN
La insulina es una hormona polipeptidica, anabolizante que ejerce un efecto pleotrépico, el

cual es mediado por un receptor (IR) de membrana con actividad de tirosina quinasa. IR es un
tetramero, a2p2, el cual presenta una estructura modular; un dominio extracelular formado
por la totalidad de las subunidades a, las cuales estan glicosiladas, y una pequena proporciéon
de la subunidades B, esta ultima se continua con un segmento incluido en la membrana
plasmatica seguido luego por el dominio citoplasmatico. En el dominio extracelular se
encuentran los sitios de unién a la insulina y en el dominio citoplasmatico radica la actividad
de tirosina quinasa. Cuando IR se une al ligando se promueve la autofosforilacion del receptor
y la fosforilacion de substratos especificos de IR (IRS por sus siglas en inglés) inicidndose redes
de senalizacién. Se postula la existencia de tres “ndédulos” criticos en la senalizacion
intracelular de la insulina a saber: IR e IRS, la fosfatidilinisitol 3-quinasa (PI3K por sus siglas en
inglés) y la proteina quinasa B (AKT/PKB por sus siglas en inglés). Luego de la autofosforilacién
de IR y la fosforilaciéon de IRS se generan tres diferentes vias de sefalizacién: La de Raf/Ras/
MEK/ MAPK, la de PI3K y la alterna que involucra CAP-APS-CbI-TC10-aPKC; las dos ultimas vias
estan relacionadas con la translocaciéon del transportador de glucosa 4 (GLUT4 por sus siglas
en inglés) del citosol a la membrana plasmatica con el consecuente incremento de la
captacion de glucosa por musculo y tejido adiposo. La primera via esta relacionada con la



regulacion de la expresion genética. También se discute algunos aspectos de la finalizacion de
la senal de la insulina tales como la defosforilacion de IR e IRS por tirosina fosfatasas y su
fosforilacion en serinas/treoninas, defosforilacion de otras quinasas fosforiladas en serina/
treonina, la hidrolisis del fosfatidilinositol 3 fosfato (PIP3 por sus siglas en inglés) y por ultimo la
internalizacién y degradacién de IR e insulina.

PALABRAS CLAVE: insulina, receptor de la insulina, substratos del receptor de insulina,
fosfatidilinositol 3 quinasa, GLUT4

MECHANISM OF ACTION OF INSULIN (REVIEW)

SUMMARY

Insulin is a polypeptidic, anabolic hormone that exerts a pleotropic effect, which is mediated
by a membrane receptor (IR) with tyrosine kinase activity. IR is a tetramer, a2p2, which has a
modular structure; an extracellular domain consists of all a subunits, which are glycosylated
and a small proportion of B subunits, the latter being continued with a segment included in
the plasma membrane followed by the cytoplasmic domain. In the extracellular domain are
the sites of insulin binding and in the cytoplasmic domain lies the activity of tyrosine kinase.
When IR binds to the ligand, the receptor is auto phosphorylated and it phosphorylates the
IR-specific substrates (IRS) initiating signaling networks. The existences of three critical
‘nodules” in the intracellular signaling of insulin are postulated, namely: IR and IRS,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and protein kinase B (AKT / PKB). After auto
phosphorylation of IR and phosphorylation of IRS, three different signaling pathways are
generated: The Raf / Ras / MEK / MAPK, the PI3K and the alternative, involving CAP-APS-Cbl-
TC10-aPKC, the last two pathways are related to the translocation of the glucose transporter 4
(GLUT4) from the cytosol to the plasma membrane with the consequent increase of glucose
uptake by muscle and adipose tissue. The first pathway is related to the regulation of genetic
expression. We also discuss some aspects of the end of the insulin signal such as the
dephosphorylation of IR and IRS by tyrosine phosphatases and their serine/threonine
phosphorylation, dephosphorylation of other serine/threonine phosphorylated kinases,
hydrolysis of phosphatidylinositol 3 phosphate (PIP3) and finally the internalization and
degradation of IR and insulin.

KEY WORDS: insulin, insulin receptor, insulin receptor substrates, phosphatidylinositol 3
kinase, GLUT4.

MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA. (REVISION)

INTRODUCCION

La insulina es una hormona polipeptidica anabdlica producida por las células B de los islotes
pancreaticos, la cual juega un papel primordial en la regulacién del metabolismo. Aun
cuando ha sido visualizada como una hormona relacionada con la homeostasis del
metabolismo de la glucosa, en la actualidad se sabe que ejerce un amplio efecto pleotrdpico.
Un sistema de senalizacion similar al de la insulina existe en todos los metazoarios y regula



mecanismos tales como la reproduccion y las expectativas de vida (1),

El concepto de que la insulina actua promoviendo el paso de la glucosa a través de la
membrana plasmatica de las células blanco (en lugar de actuar sobre enzimas especificas del

metabolismo intermediario) fue establecido por Levine y colaboradoresl?) quienes
demostraron que la insulina incrementa considerablemente la distribucion de la galactosa en
los perros eviscerados y nefrectomizados desde un 46 % a un 75 % del peso corporal, valor el
cual es muy cercano al contenido de agua del organismo. A partir de esos resultados,
postularon la siguiente hipotesis de trabajo: “La Insulina actua sobre la membrana celular de
algunos tejidos (musculo esquelético, entre otros) de tal manera que se facilita la transferencia
de las hexosas (quizas de otras substancias también) desde el liquido extracelular al interior de
la célula. El destino intracelular de la hexosa depende de la disponibilidad de la célula de vias
metabdlicas para su transformacion. En el caso de la glucosa, la deposiciéon de glucégeno y su
transformacion en grasas depende de la velocidad de su entrada a las células”.

Un avance importante fue el concepto de que la insulina actua sobre un receptor de
membrana, el cual fue primero caracterizado por métodos isotopicos y después
bioquimicamente, estableciéndose su estructura subunitario y su naturaleza glicoproteica.

Estos primeros estudios han sido revisados por De Meyts(3),

Luego de la demostracion ) de que asociado al receptor de la insulina existe una actividad
de tirosina quinasa (transferencia del fosfato Y del ATP a una tirosina en un substrato proteico)
varios grupos demostraron que el receptor de la insulina tiene actividad de tirosina quinasa y
de que entre sus substratos se encuentra el receptor en si mismo. Posteriormente el receptor

fue clonado (5.6),

Una vez que la insulina se une al receptor, activando su autofosforilacion, éste recluta una
serie de proteinas con lo cual se propaga corriente abajo la senal. Entre las proteinas
reclutadas se encuentran: las proteinas substratos del receptor de insulina (proteinas IRS, por
sus siglas en inglés), proteinas Shc (proteina codificada por el gen SHC y tiene relacién con la
apoptosis y la resistencia a drogas de las células de mamiferos. Su sobre expresidon esta
asociada a carcinogénesis y metastasis) y las proteinas SH2B1 y 2 (proteinas adaptadora para
varios miembros de la familia de receptores de tirosina quinasa); las dos primeras (proteinas
IRS y Shc) contienen dominios que unen fosfotirosina (PTB por sus siglas en inglés) y las dos
ultimas (SH2B1 y 2) poseen dominios de homologia Src (dominios de unidn presentes en la
oncoproteina Src). La activacidon de estas proteinas condiciona la respuesta metabdlica y/o
genética de la célula. En las siguientes secciones discutiremos las caracteristicas del receptor
de insulina (IR por sus siglas en inglés), la secuencia de senalizaciédn que condiciona la
respuestas tanto metabdlica como genética. Dado su importancia, destacaremos los aspectos
relacionados con la translocacion a la membrana plasmatica del transportador de glucosa
GLUT 4 a partir de vesiculas intracelulares. Por ultimo discutiremos la finalizacién de la accién
de la insulina.



RECEPTOR DE INSULINA

El genoma humano codifica 55 receptores con actividad de tirosina quinasa los cuales se
agrupan en 19 subfamilias dependiendo de su estructura y caracteristicas funcionales, en
general estan constituidos por un mondmero el cual se dimeriza al unirse al ligando. La
subfamilia del receptor de la insulina comprende: el receptor de la insulina (IR por sus siglas
en inglés), el cual une insulina; el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina, el
cual une los factores de crecimiento similares a la insulina | y Il y el receptor huérfano
relacionado con el receptor de la insulina, el cual no posee ligando conocido. Los miembros

de esta subfamilia existen como dimeros aun en ausencia de ligando (7).

El IR tiene una estructura modular y es codificado por un gen ubicado en el cromosoma
19p13.2, el mismo posee 22 exones (secuencias del ADN o preARNmM que codifican secuencia
de aminoacidos en la proteina) y 21 intrones (secuencias del ADN o preARNm no
codificantes). El exdn 11, que codifica un segmento de 12 aminoacidos, puede ser
alternativamente eliminado (splicing: eliminacién de intrones y unién de exones) generando 2
isoformas del IR, a saber la isoforma A donde no se expresa el exén 11 y la isoforma B en la
cual se expresa el exén 11, las cuales difieren discretamente en su afinidad por la insulina y su
expresion en los tejidos, la isoforma A se encuentra en los tejidos fetales y la B en el higado.
Los IR son sintetizados como un proreceptor el cual es procesado por una enzima proteolitica
del tipo de las furinas para formar las subunidades o y B, la subunidad o es abundantemente

glicosilada, se forman los enlaces difulsuro y adquieren la estructura tridimensional®). El
receptor de insulina es un heterotetramero constituido por 2 subunidades a y 2 B (a2p2). Las
dos subunidades o son extracelulares y las dos subunidades p comienzan en la region
extracelular, luego atraviesan la membrana plasmatica y terminan en la regién intracelular. Las
2 subunidades a estan, altamente glicosiladas, unidas por 2 enlaces disulfuro (probablemente
4) y cada subunidad o se une a una subunidad B por un enlace disulfuro. Uno de los sitios de
union de la insulina esta ubicado en las subunidades o y el otro en la interaccion de las
subunidades af; la porcion citoplasmatica de la subunidad B contiene el dominio de tirosina

quinasa ©).

Las subunidades a estan constituidas desde su extremo amino terminal por: un dominio rico
en el aminoacido leucina (L1), seguido por un dominio rico en cisteina (C), luego un segundo
dominio rico en leucina (L2), a continuaciéon un dominio completo de fibronectina tipo Il (F1),
seguido de un dominio incompleto de fibronectina tipo Ill (F2) para terminar en un largo

segmento carboxilo terminal (dominio inserto, ID por sus siglas en inglés) (Figura 1)10),
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Figura 1. Estructura esquematica del receptor de Insulina. Las subunidades a, estdn ubicadas
en la porcion extracelular (en el esquema delineadas en negro) y constituidas por: un dominio
rico en leucina (L1) luego un dominio rico en cisteina (C) seguido por otro dominio rico en
leucina (L2) a continuacién esta un dominio completo de fibronectina Ill (F1) seguido por uno
incompleto de fibronectina Il (F2) finalizando en un largo segmento carboxilo terminal (ID). La
subunidad B se encuentra tanto en la parte extracelular como en el citoplasma y esta
delineada en azul, comienza con un corto dominio amino terminal (no se muestra en el
esquema), seguido por el complemento del dominio de fibronectina Ill F2, a continuacién se
encuentra un dominio completo de fibronectina Ill (F3), luego estd el segmento o helicoidal
transmembranoso. En la parte citoplasmatica de la subunidad B se encuentran la porcion
yuxtamembranosa seguida por el dominio de tirosina quinasa formado por los Iébulos Ny C,
en el cual se destaca el asa activadora, por ultimo estd en extremo carboxilo terminal. Se
destacan las tirosinas (Y) que son autofosforiladas por el receptor.

Las subunidades B comienzan por un corto segmento amino terminal seguido por la porciéon
final del dominio F2 de fibronectina tipo Ill seguido por un tercer dominio completo de
fibronectina tipo Il (F3) el cual se continua con el segmento de transmembrana, se piensa
gue el mismo adopta un configuracion o helicoidal. La porcién citoplasmatica de la subunidad
B estd constituida por una porcidon yuxtamembranosa de unos 30 aminoacidos seguido del
dominio de tirosina quinasa de unos 300 aminoacidos en el cual se describen dos lébulos
designados N y C, por ultimo se encuentra la region carboxilo terminal de unos 70



aminoacidos (Figura 1)10).

Dado que el receptor comprende porciones extra e intracelulares, incluyendo un segmento
gue atraviesa la membrana plasmatica y que posee una gran cantidad de carbohidratos, ha
sido dificil realizar estudios cristalograficos de la molécula completa, en consecuencia los
estudios tridimensionales han estado confinados a los dominios intra y extracelulares. La
estructura del dominio extracelular muestra una conformacién de simetria doble antiparalela
(el extremo amino terminal de una subunidad a se aproxima y empaqueta al extremo
carboxilo terminal de la otra subunidad a) de una “V" invertida, los dominios F1, F2 y F3 estan
dirigidas como un tallo lineal desde la membrana plasmatica hacia afuera y los dominios L1, C
y L2 de nuevo hacia la membrana plasmatica; asi mismo los dominios L1, C y L2 de un

mondmero of se empadguetan contra las dominios F1, F2 y F3 del otro monémero11) (Figura
1).

Se describen dos sitios de unidn del receptor a la insulina: el sitio 1 estd formado por el primer
dominio rico en leucina (L1) de una subunidad a y los 16 aminoacidos finales del extremo
carboxilo terminal del dominio ID de la otra subunidad o. Se piensa que el sitio 2 de union a la
insulina involucra las asas de los dominios de fibronectina lll, F1 y F2 de las subunidades o de
la otra mitad del receptor; el sitio 1 se considera el mas importante de los sitios de union de la

insulina a su receptor(12).

El analisis cristalografico de la porcidn citoplasmatica de la subunidad B ha sido realizado en

varios estados de fosforiloacidon y en presencia y ausencia de substratos (Mg*™ ATP y proteinas).
El I6bulo amino terminal N, presenta cinco cadenas de ldmina plegada (configuracién B) y una
porcidon a helicoidal; por otro lado el I6bulo carboxilo terminal C principalmente tiene una

estructura o helicoidal (13). La actividad de tirosina quinasa, del IR, esta regulada por el estado
de fosforilacion del asa de activacion presente en el I6bulo C la cual comienza con el

tripeptido 11°%aspartico-fenilalania-glicina y se extiende hasta la prolina 1170, en la misma se
encuentran tres sitios de autofosforilacion, las tirosinas: 1158; 1162 y 1163 las cuales son
fosforiladas en trans cuando el dominio extracelular se une a la insulina (la unidén de la

insulina ocurre en un dimero of y la fosforilacién ocurre en el otro) (13).

Aun cuando IR es un heterotetramero (02p2) se piensa que el complejo de activacion ocurre
por la unién de una sola molécula de insulina asimétricamente al IR con una afinidad en el
orden subnanomolar (0,2 nM), en consecuencia el cambio conformacional ocurre (o
principalmente ocurre) en uno de los dimeros off. A concentraciones mayores de insulina se

observa un efecto cooperativo negativo para la unién a los dos sitios equivalentes en IR14). Los
dos sitios de union a la insulina estan opuestos cercanamente, sugiriendo que los cambios

conformacionales inducidos por la unién de la hormona al IR sean relativamente sutiles(13).

En ausencia de insulina, condiciéon basal, la transfosforilaciéon del dominio de tirosina quinasa
esta limitado por un mecanismo desconocido, la unién de la insulina al dominio extracelular
induce una transicion estructural en el receptor que facilita la transfosforilacion del dominio
citoplasmatico de tirosina quinasa. Existen al menos dos posibles explicaciones para la
condicidon basal: la primera postula que los dominios de tirosina quinasa estan espacialmente



separados lo cual impide el proceso de transfosforilacion, en la segunda, los dominios de
tirosina quinasa se encuentran proximos espacialmente pero dispuestos de tal manera que se

impide la transfosforrilacion, probablemente por la existencia de un dimero inhibitorio(16).

En la condicidn basal y en la ausencia de Mg** ATP el asa activadora adopta una configuracion
gue ocluye el sitio de union del ATP con lo cual se previene la autofosforilacion de las tirosinas
en cis, esto es debido a que la longitud del asa activadora es tal que no permite la unién

simultanea del ATP y la tirosina a fosforilarse (Y1162) al sitio activo (17).

Se demostrd que la primera tirosina en autofosforilarse, en el asa activadora, es la 1162

seguida por las tirosinas 1158 y 1163(18). En la estructura cristalina, se ha podido observar que
la tirosina 1162 de una subunidad of de IR se encuentra unido al centro activo de la
subunidad off contralateral (en trans); esta configuracion se adopta gracias a la fuerte union
del ATP lo cual fuerza al asa activadora a separarse no ocluyendo el sitio de union del

nucleétido (19).

Una vez que IR es transfosforilado en las tirosinas 1158; 1162 y 1163, el asa activadora es

estabilizada en una conformacién éptima para unir los substratos: Mg*™ ATP y las tirosinas de
las proteinas y para que ocurra la catalisis. Aun cuando la fosforilacion de la tirosina 1163 es la
mas importante para la estabilizacidén del asa activadora, la fosforilacidn de las tres tirosinas es

importante para la unién a los substratos del receptor (10),

Ademas se fosforila una tirosina en la region yuxtamembranosa (Y 972) la cual es importante
para la unién y activacién de las proteinas substratos del IR (IRS por sus siglas en ingles) y de
las proteinas Shc (son 3 proteinas de PM 46; 52 y 66 KDal que poseen en extremo amino
terminal dominios de unidn a fosfotirosina y en el extremo carboxilo terminal dominios SH2).

Asi mismo se fosforilan 2 tirosinas (Y1328 y Y1334) en la porcidon carboxilo terminal (10).

El mecanismo y la cinética de la unién de la insulina a su receptor ha sido ampliamente

estudiado®), la misma es compleja y muestra cooperatividad negativa; solo una molécula de
insulina se une al receptor con alta afinidad y la unién de otra molécula de insulina lo hace
con baja afinidad probablemente por asimetria inducida por ligando.

En la insulina se describen 2 sitios de unidn al receptor, el sitio 1 o “superficie de unién clasica”
incluye aminoacidos de ambas cadenas, siendo los de la cadena A: A1 Gly, A5 GIn, A19 Tyry
A21 Asn y los residuos de la cadena B son: B12 Val, B16 Tyr, B24 Phe, B25 Phe y B26 Tyr. En
sitio 2 estan incluidos también aminodacidos de ambas cadenas: Ser A12, Leu A13, Glu A17, His
B10, Glu B13 y Glu B17. En general se acepta que el sitio 1 de la insulina se une al sitio 1 de IR

y el sitio 2 de la insulina se une al sitio 2 del receptor ).

Aun cuando se ha progresado bastante en el conocimiento de la estructura de los dominios
extracelular y citoplasmatico del IR, en la actualidad no se disponen de estudios
cristalograficos del receptor completo en la presencia y ausencia de insulina y en
consecuencia no se dispone de informacion sobre como la unidn del ligando al dominio

extracelular condiciona la activacion del dominio citoplasmatico de tirosina quinasa(?). Existe



controversia sobre el tipo de cambio conformacional que ocurre y si el incremento de la
actividad de tirosina quinasa ocurre por activacién o por eliminacién de una actividad
inhibitoria.

TRANSDUCCION INTRACELULAR DE LA SENALIZACION DE LA INSULINA

Una vez que ocurre la unién a la insulina al IR el mismo se autofosforila en tres sitios en asa
activadora (Y1158; Y1162 y Y1163) sin embargo las mismas no son responsables por la
interaccidon con las proteinas con dominios SH2 (homologias Src 2) o dominios de unién a
fosfotirosina (PTB por sus siglas en inglés) que funcionan como substratos del receptor, por el
contrario las mismas se unen a la tirosina fosforilada Y972 de la region yuxtamembranosa
colocandolas en posicion para su fosforilacidon y activacién por el asa activadora. Estos
substratos son: una familia de proteinas substratos del receptor de la insulina (IRS por sus
siglas en inglés) en la cual existen 6 miembros y las proteinas adaptadoras Shc (proteinas con

dominios de homologia Src 2)7).

Para comprender mejor la transducciéon intracelular de la senalizacion de la insulina es
adecuado postular la existencia de tres “ndédulos criticos” a saber: el IR e IRS, |la fosfatidilinositol
3 quinasa (PI3K por sus siglas en inglés) y la proteina quinasa B (AKT/PKB por sus siglas en

inglés)20). Las caracteristicas del IR fueron descritas en la seccién precedente.

De las 6 proteinas IRS las 5y 6 no tienen actividad de substratos de IR21) de las cuatro
restantes IRS 1 y 2 son las mas importantes y alcanzan una distribucion ubicua, IRS3 se
encuentra en los adipocitos y el cerebro mientas que IRS4 se encuentra en las células
embrionarias. IRS 1 y 2 y las proteinas adaptadoras Shc median efectos metabdlicos de la

insulina@9). Los IRS son proteinas que poseen en el extremo amino terminal un dominio de
homologia de pleckstrina (es un dominio de unos 120 aminoacidos que existe en una gama
de proteinas relacionadas con la senalizacion intracelular y el citoesqueleto y tienen la
capacidad de unirse a los fosfolipidos de la membrana plasmatica) adyacente a un dominio
de PTB el cual une a la tirosina fosforilada Y972 de la porcidén yuxtamembranosa del dominio
citoplasmatico de IR. Las regiones centrales y carboxilo terminales de las proteinas IRS poseen
unas 20 tirosinas potencialmente fosforilables por el IR fosforilado. Luego de activados, por
fosforilacion, los IRS unen moléculas que contienen dominios SH2.

Del “nédulo” IR-IRS parten dos vias principales de sefalizacidon de la insulina, estas son: la via

de la PI3K (una quinasa de fosfolipidos)/AKT (PKB)22)y |a via de Raf/Ras/MEK/ MAPK (proteina
guinasa activado por mitdégeno también conocida como quinasa regulada por senales
extracelulares, ERK por sus siglas en inglés) (23). La via de la PI3K es responsable de la mayoria
de los efectos metabdlicos de la insulina y esta conectado exclusivamente a IRS, por otro lado,
la via de la MAPK parte de ambos IRS y Shc y esta relacionada con la regulacion de la
expresion genética y con la cooperacion entre PI3K y el control del crecimiento (mitogéneis) y

diferenciacién celular20),



Via de la Fosfatidilinositol 3 quinasa.

La activacion de la via de la PI3K, se inicia con la unién de los 2 dominios de SH2 presentes en
la subunidad regulatoria (p85) de la enzima a los IRS 1 y/o 2 fosforilados por IR, con lo cual se
activa la subunidad catalitica (p110) la cual fosforila al fosfatidilinositol 4; 5 bisfosfato
generando fosfatidilinositol-3; 4; 5 trifosfato (PIP3), este fosfolipido actua como segundo
mensajero, se une por medio de un dominio de homologia de pleckstrina a la proteina
guinasa dependiente de fosfoinositol (PDK por sus siglas en inglés) activandola. Por su parte

PDK fosforila y activa a AKT/PBK (20) (Figura 2).
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Figura 2. Via de PI3K. Se inicia por la unién de la subunidad reguladora (p85) de la PI3K a los
IRS fosforilados con lo cual se activa la subunidad catalitica (110), esta a su vez fosforila a PIP2
transformandolo en PIP3, este ultimo actuando como segundo mensajero activa a PDK la cual
fosforila a AKT/PBK. En el esquema se representan cuatro de los substratos de AKT/PBK:
caspasa 9, GSK3, mTOR y Fox0; no se incluye AS160 ya que ésta sera objeto de consideracion
aparte. Para detalles ver el texto.

AKT/PBK, son una familia de proteina quinasas de serina/treonina que poseen un dominio de
homologia de pleckstrina lo cual permite su reclutamiento a la membrana plasmatica para
unirse a PIP3. Los substratos mas importantes del “nédulo” AKT/PBK son:

- El blanco de la rapamicina en los mamiferos (MTOR por sus siglas en inglés) involucrada en

la regulacion de la sintesis de proteinas 24). mTOR es una proteina quinasa de serina/treonina
gue actua como sensor de nutrientes y que funciona como la subunidad catalitica de 2
complejos estructuralmente distintos mMTORC1 y mTORC2. mTOR estimula la sintesis de
proteinas por fosforilacion del factor de iniciacién eucariota E4 que une a la proteina 1 y por

fosforilacién de la proteina ribosomal p70 $6 quinasa (24).

- La quinasa 3 de la glucégeno sintasa (GSK3 por sus siglas en inglés) involucrada en la

regulacién de la sintesis de glucégeno 2°. La GSK3 es una quinasa de serina/treonina que
inhibe por fosforilacién a la glucégeno sintasa. La GSK3 es inhibida por fosforilaciéon por AKT/



PKB con lo cual se estimula la sintesis de glucégeno.

- La familia O de los factores de transcripcion “cabeza de tenedores” (FoxO por sus siglas en
inglés) y en particular FoxO1 el cual esta involucrado en la regulacion de los genes

gluconegénicos y adipogénicos (26). Fox01 es un factor de transcripcion que en ausencia de
insulina se traslada al nucleo y estimula la expresion de genes tales como el de la fosfoenol
piruvato carboxiquinasa, una enzima clave en la neoglucogenésis, asi como el de la ciclina
atipica G2 la cual bloquea el ciclo celular, Fox01 es inhibido por la insulina y aparentemente

juega un papel muy importante en la mitogénesis inducida por insulina (7). Fox01 es
secuestrado en el citoplasma por la fosforilacion por AKT/PKB y en consecuencia no estimula
la transcripcion de los genes antes citados.

- La proteina AS160 (substrato de AKT/PKB de 160 KDa) involucrada en el transporte de

glucosa(@8), en vista del papel muy importante que juega en la homeostasis de glucosa sera
discutido con algun detalle mas adelante.

- Fosforila y activa a la enzima sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS por sus siglas en
inglés) la cual produce la molécula vasodilatadora y anti-inflamatoria 6xido nitrico (NO)
estableciéndose una conexidn potencial entre la resistencia a la insulina y las enfermedades

cardiovasculares (29),

- Fosforila directamente la proteinas caspasa 9, inhibiendo su actividad apoptoética y
promoviendo por tanto la supervivencia celular.

Via de Raf/Ras/MEK/ MAPK.

Una segunda rama esencial de la sefalizacién de la insulina la constituye la via de Raf/Ras/
MEK/ MAPK (Figura 3), la cual es independiente de PI3K y de AKT/PKB. Ambos, IR activado y
las proteinas IRS activadas poseen sitios de unién a proteinas que contienen dominios SH2
tales como Grb2 (proteina adaptadora que une al factor de crecimiento 2, esta relacionada
con la transduccion de senales celulares) y Shc (Son 3 proteinas de PM 46; 52 y 66KDal que
poseen en el extremo amino terminal dominios de unién a fosfotirosina, PBT, y en el extremo
carboxilo terminal dominios SH2). El extremo carboxilo terminal de Grb2 une proteinas como
Gab-1 (es uno de los substratos de las proteinas IRS) y en el extremo amino terminal une
proteinas ricas en prolina tales como “hijo de los sin siete” (SOS por sus siglas en inglés) la cual
funciona como un intercambiador de nucledtidos de guanina para Ras (proteinas de bajo
peso molecular que unen nucledtidos de guanina, controlan diferentes fendmenos: integridad
del citoesqueleto; proliferacion, diferenciacion, adhesion y migracion celular y la apoptosis).
SOS permiten la conversion de Ras asociado a la membrana plasmatica de la forma inactiva
unido a GDP a la forma activa unido a GTP. Ras-GTP activa a la proteina quinasa de serina/
treonina denominada Raf, la cual estimula por fosforilacion, en serina/treonina, su blanco
corriente abajo MEK1 y 2 (este acrénimo deriva de MAP quinasa, ERK y Kinasa), estos a su vez
fosforilan (en serina/treonina) y activan a las MAP quinasas (proteina quinasa activada por
mitdgeno) la cual activa por fosforilacion a ERK1 y 2 (quinasa regulada por senal extracelular).
La activacion de ERK1 y 2 juega un papel directo en la proliferaciéon y diferenciacion celular
regulando la expresion de genes y eventos extranucleares tales como la organizacion del



citoesqueleto mediante la fosforilacion y activacion de blancos en el nucleo y el citoplasma
(23)

Membrana
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\
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Figura 3. Via de Raf/Ras/MEK/ MAPK. Esta via se inicia con la interaccion de IR e IRS activados
con las proteinas adaptadoras Grb2 y Shc, ésta Ultima une SOS que actua como un
intercambiador de nucleétidos de guanina en la proteina de bajo peso molecular Ras. Ras-
GTP fosforila y activa a la proteina quinasa Raf, ésta a vez fosforila a MEK, la cual activa por
fosforilaciéon a ERK 1 y 2 que modifican eventos nucleares y citoplasmaticos. Para detalles ver
el texto.

Translocaciéon del GLUT 4 regulado por la insulina.

El efecto clasico de la accidon de la insulita es la entrada de la glucosa a las células del tejido

adiposo, al musculo esquelético y cardiaco@). La entrada de glucosa al musculo esquelético es
el evento mas importante mediado por la insulina que previene la hiperglicemia postprandial;
éste ocurre gracias a la translocacién, desde vesiculas intracelulares a la membrana
plasmatica, del transportador de glucosa 4 (GLUT4) por un mecanismo gue aun no estd

completamente claro(39),

El GLUT4 es una de las 13 isoformas de transportadores de glucosa, los cuales poseen 12
dominios transmembranosos y que se expresa abundantemente en los tejidos adiposo vy
muscular. Los GLUTs transportan monosacaridos por un mecanismo independiente de ATP y
sin el requerimiento de sodio; el GLUT4 tiene la caracteristica distintiva de encontrarse en
vesiculas intracelulares (GSVs por sus siglas en inglés) en el estado no estimulado las cuales



son redistribuidas a la membrana plasmatica por efectos de la insulina o por otros estimulos

como el ejercicio muscular 31),

En las células adiposas y musculares, no estimuladas por la insulina, aproximadamente entre
un 3-10 % de los GLUT4 se encuentran en la membrana plasmatica y mas del 90 % esta en
compartimientos intracelulares (GSV). La estimulacion por insulina incrementa
considerablemente la exocitosis de GLUT4 a la membrana plasmatica reduciendo

minimamente la endocitosis®2). Concomitantemente ocurre una redistribucién de las GSV, de

una forma cénica alrededor del nucleo a la de un anillo39). La fusién de las GSV a la
membrana plasmatica requiere de unas proteinas de membrana asociadas a vesiculas
(VAMP2 por sus siglas en inglés) las cuales pertenecen a la familia de las SNARE (proteinas
gue median la fusion de vesiculas a sus membranas blancos).

La principal via involucrada en la translocacién de las GSVs es la PI3K - PDK - AKT/PBK, (Figura
4) ésta ultima fosforila uno de sus substrato AS160 la cual es una proteina que modula la
actividad de GTPasa de la proteina de bajo peso molecular Rab. Cuando AS160 no esta
fosforilado y es activa estimula la actividad de GTPasa de Rab generandose Rab-GDP el cual
es inactivo y se bloquea la exocitosis de GLUT4. Por el contrario la fosforilacion de AS160, por
AKT/PBK, la inactiva con lo cual predomina Rab-GTP incrementandose el trafico de vesiculas
gue contienen GLUT4 a la membrana plasmatica. En mutantes de AS160 se inhibe la

translocacion estimulada por insulina de GLUT4(28) |o cual sugiere que funciona como un
regulador negativo que es inhibido por la insulina por medio de AKT/PBK. Asi mismo en
ratones “knockdown” (que no expresan una proteina) para AS160 se incrementa la cantidad
basal de GLUT4 en la membrana plasmatica lo cual es consistente con la funcidon de retencion
de GLUT4 en GSVs intracelulares por AS160 que es liberado por la estimulacion por insulina
(33)

La proteina quinasa C atipica (aPKC por sus siglas en inglés) requiere de PIP3 y fosforilacion
por PDK pero no esta relacionada AKT/PKB; esta involucrada en la translocacién de GLUT4 a la

membrana plasmatica y la captacién de glucosa por los tejidos adiposo y muscular 34.
También se ha relacionado con la regulacion de la sintesis de lipidos en el higado por

incremento de la expresion de la proteina que une el elemento regulador de los esteroles (33).

En los ultimos anos se ha descrito una via independiente de PI3K, que involucra CAP (proteina
activada por catabolito la cual une AMPc) y APS (proteina adaptadora con dominios de
pleckstrina y SH2 y es substrato del IR) que interactua con c-Cbl (proteina que une ubiquitina,
estd relacionada con la senalizacion de ubiquitinizacién y degradacién de proteinas. Posee un
dominio que une tirosina fosforilada) en la translocaciéon de GLUT4 y la captacién de glucosa
estimulada por la insulina (Figura 4). Clb es fosforilado en tirosinas por IR y en consecuencia
recluta APS y CAP; posteriormente se une al complejo Crkll (proteinas adaptadoras que unen
varios tipos de proteinas fosforiladas en tirosina ademas de poseer dominios SH2), esta a su
vez interactua con un factor liberador de nucledtidos de guanina (C3G) el cual se comporta
como un factor intercambiador de la proteina de bajo peso molecular que une GTP, TC10 que

activaria la aPKC (/L) con el consecuente incremento de la translocacién de GSV (36)
Finalmente la estimulacion de CT10 afecta la dindmica de la actina y la translocacion de GLUT



4 a la membrana plasmatica (36).

Se requiere de un citoesqueleto con una actina dinamica para la translocaciéon de GLUT4 a la

membrana plasmatica y el incremento de la captaciéon de glucosa 37), en las células
musculares la remodelacién de los filamentos de actina requiere de PI3K pero no de AKT/

PBK(38). Se pudiera postular que la remodelaciéon de la actina promovida por la insulina
provee de una plataforma fisica para la migracién de las vesiculas que contienen GLUT4 a la

membrana plasmatica, ayudada por motores proteicos (39).
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Figura 4. Exocitosis de GLUT4. La insulina promueve la translocacién de GLUT4 desde las GSV a
la membrana plasmatica. La proteina AS160 en su estado no fosforilado y activo regula
negativamente a la proteina G de bajo peso molecular Rab las cuales participan en el trafico
de GSV. AS160 estimula la hidrdlisis de GTP generando Rab-GDP el cual es inactivo,
inhibiendo el trafico de vesiculas. Cuando AS160 es fosforilado por AKT/PBK se inhibe,
incrementandose Rab-GTP y se incrementa el trafico de vesiculas. Por otra parte PDK fosforila
la aPKC (¢/A) la cual incrementa la translocacion de GSV. Se ha postulado una via alterna que
parte de IR el cual activaria a las proteinas APS-CAP-Cbl y estas activarian a la proteina G de
bajo peso molecular TC10 que activaria aPKC ({/A) la cual incrementa la translocacién de GSV.

El ejercicio muscular también estimula la translocacion del GLUT4 a la membrana plasmatica
través de un mecanismo no mediado por la insulina y que no depende de PI3K, pero si de la

fosforilacion de AS160 por la AMPK (quinasa dependiente de AMP)31), |a cual funciona como
un sensor metabdlico muy importante, se activa alostericamente por aumento de la
concentracion intracelular de AMP (disminucion concomitante de ATP) y por fosforilacion por

quinasas como la proteina quinasa quinasa p dependiente de calcio/calmodulina (49).



FINALIZACION DE LA SENAL Y MECANISMOS DE RETROALIMENTACION
NEGATIVOS

La activacion de proteina quinasas por la insulina estd sujeta a la accidn opuesta de proteina
fosfatasas y de mecanismos de retroalimentaciéon negativos, el balance adecuado entre
ambos procesos garantiza una apropiada sensibilidad a la insulina y su alteracion condiciona
resistencia a la accidén de la hormona. A continuacidn pasaremos revista a los mecanismos
mas importantes de control negativo:

- Fosforilacion de serinas en IRS. La fosforilacion en algunas serinas especificas, promovida por
la estimulacién por insulina, de IRS condicionan que los mismos no sean reconocidos por IR y/
0 que no puedan unirse a la subunidad reguladora de PI3K (p85) o aun mas que se promueva

su degradacion “1) (Figura 5).

- Fosfatasa de fosfotirosinas o fosfoserinas/treoninas. La actividad de proteina fosfatasas que
actuen sobre tirosinas fosforiladas como la 1B (PTP1B por sus siglas en inglés) atenuan la

respuesta a la insulina por promover la defosforilacién de IR y de los IRS2). Otro punto de
control negativo lo constituye la defosforilacidon e inactivaciéon de AKT/PBK y aPKC por

proteina fosfatasas de serina/treonina 2A43) (Figura 5).

- Fosfatasas de lipidos. La fosfatidilinositol-3; 4; 5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN por sus siglas en
inglés) es una enzima que hidroliza a PIP3 (3; 4; 5) a PIP2 (4; 5) y la fosfatasa de fosfoinositol
gue contiene dominio SH2 (SHIP2 por sus siglas en inglés) la cual hidroliza PIP3 (3; 4; 5) a PIP2
(3; 4). La activacion de estas enzimas reducen la cantidad de PIP3 con lo cual se reduce la

actividad de AKT/PKB y aPKC disminuyendo los efectos de la insulinat44).

- Endocitosis del receptor. IR unido a la insulina es internalizado por endocitosis mediada por

clatrina para ser reciclados o degradado en los lisosomas(#®) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de regulacién de la sefnal de insulina. La accién de la insulina es
modulada por diferentes mecanismos entre los destacan: la actividad de proteina fosfatasa de
tirosina (PTP) que defosforilan residuos de tirosina tanto en IR como en IRS inactivdndolos;
fosforilacion en serinas/treoninas en IR y en IRS con lo cual son menos activos y la
internalizacion de IR unido o no a la insulina para reciclarlo o degradarlo.

En las vesiculas endociticas, puede ocurrir el inicio de la degradacién de la hormona gracias a
la participacion de una enzima especifica que degrada insulina (IDE por sus siglas en inglés) o
ser transferida intacta a otros organelos intracelulares como el nucleo, el aparato de Golgi, el
citosol, entre otros 46) o su liberacion de la célula intacta por diacitosis o retroendocitosis (46),
La degradacion de la insulina se puede considerar como un mecanismo de terminar su
accion.

Conclusiones

Se ha progresado mucho en el conocimiento de la estructura y el mecanismo de IR; faltan
estudios cristalograficos del receptor en su conjunto y el conocimiento del mecanismo
implicado en la transfosforilacion del dominio citoplasmatico de IR luego de la unién a la
insulina.

Los nddulos mas relevantes de la red de senalizacion intracelular de la insulina han sido
aclarados, aun cuando faltan algunos aspectos criticos de los mismos en particular en lo
relacionado con la exocitosis de las vesiculas que contienen el GLUTA4.

Una mejor comprension del mecanismo de accion de la insulina posiblemente facilite el
desarrollo de nuevos farmacos, Utiles en el tratamiento de la diabetes, mas eficientes y con
menores efectos indeseables.
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