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l.- Resumen
La resistencia a la insulina (RI) se define como la incapacidad de la insulina para

internalizar a la glucosa en sus células blanco, favoreciendo el desarrollo de
enfermedades metabdlicas. El higado juega un papel importante en el desarrollo de
RI, por lo tanto, es necesario implementar modelos de estudio representativos de esta
patologia. En este trabajo se propuso a la linea celular Huh7 como modelo de
resistencia a insulina, evaluando diversos biomarcadores caracteristicos de la Rl y
comparando los resultados con un modelo ya establecido, como lo es HepG2. Los
resultados obtenidos muestran que las concentraciones elevadas de insulina
conducen a las células Huh7 a un estado de RI, demostrado por la disminucion en la
captacion de glucosa, en el contenido de glucégeno y en la fosforilacion del receptor
de insulina, ademas del incremento de lipidos, representando un modelo apto para

estudios metabdlicos y farmacoldgicos en un estado de RI.

Il.- Abstract
Insulin resistance (RI) is defined as the inability of insulin to internalize glucose in its

target cells, favoring the development of metabolic diseases. The liver plays an
important role in the development of RI; hence, it is necessary to implement study
models representative of this pathology. In this work, the Huh7 cell line was proposed
as a model of insulin resistance, evaluating various biomarkers characteristic of Rl and
comparing the results with an established model, such as HepG2. The results show
that the high concentrations of insulin drive the Huh7 cells to a state of RI, demonstrated
by the decrease in glucose uptake, glycogen content and insulin receptor
phosphorylation, also of increase of lipids, representing a model suitable for metabolic

and pharmacological studies in a state of RI.



Ill. - Introduccién

La insulina es una hormona producida por las células 3 pancreaticas, capaz de regular
la captacién y almacenamiento de glucosa (Dodd, 2017), procesos que inician con la
union de la hormona al receptor de insulina (IR) en la membrana plasmatica. El
receptor de la insulina esta constituido por dos subunidades a extracelulares y dos
subunidades B transmembranales, la unién de insulina a la subunidad a da como
resultado la dimerizacion del receptor y la autofosforilacion de la subunidad (B, esta
activacion del IR permite el reclutamiento y fosforilacién del sustrato receptor de
insulina (IRS), que interactta con diversas proteinas rio abajo, como PI-3K, la cinasa
dependiente de fosfoinositol (PDK), mTOR y AKT, que regulan sefiales diversas
capaces de mediar la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4), la sintesis
de glucogeno, lipidos y proteinas (Guo, 2014; Beale, 2013; Carey et al., 2013). De esta
forma, deficiencias en la sefalizacion de la insulina conducen a un estado de
resistencia a insulina (RI), que favorece el desarrollo de diversos procesos patologicos
(Samuel y Shulman, 2016).

Las causas de la RI se asocian con la hiperglucemia, hiperinsulinemia, estrés
oxidativo, hiperlipidemia, inflamacién cronica y factores genéticos, afectando la funcion
de la insulina desde la secrecion, hasta la via de sefializacién en diversos tejidos
(Brown y Walker, 2016; Beale, 2013). Se ha descrito que el higado es el érgano central
en la regulacidon de los niveles de glucosa sérica y la homeostasis de lipidos (Guo,
2014).

El mecanismo por el que se almacena la glucosa en el tejido hepatico es determinado
por los transportadores GLUT2, capaces de internalizar a la glucosa sin la participacion
de la insulina, sin embargo, la insulina en el higado es necesaria para promover la
sintesis de glucogeno, lipidos y proteinas, ademas de suprimir la glucogendlisis y la
gluconeogénesis (Guo, 2014). Se ha demostrado en modelos experimentales que el
papel del higado es crucial para el desarrollo de RI, ademas, se sugiere que la RI
hepatica es el paso inicial para desarrollar Rl en tejidos periféricos (Meshkani y Adeli,
2009).



Para el desarrollo de estrategias de diagndstico o tratamiento de enfermedades
metabdlicas relacionadas a la Rl hepatica, es necesario implementar modelos de
estudio experimentales que presenten la mayoria de los biomarcadores posibles
observados en la Rl (Sah et al., 2016). Los principales biomarcadores de resistencia a
la insulina en modelos in vitro e in vivo son los niveles elevados de glucosa,
disminucion de los niveles de glucdégeno, asi como el aumento de los niveles de lipidos

y lipoproteinas (Lo et al., 2014).

Recientemente, se ha vinculado el desarrollo de la Rl con el aumento de exosomas en
plasma de individuos con diabetes y obesos (Freeman et al., 2018, Pardo et al., 2017).
Los exosomas son microvesiculas que participan en la comunicacién célula a célula 'y
estan involucrados en diversos procesos fisioldgicos o patologicos. Los exosomas son
formados a partir de la fusion del endosoma con la membrana plasmatica y liberados
al medio extracelular, estas microvesiculas tienen la capacidad de transportar
proteinas, DNA y diversos tipos de RNA (Lawson et al., 2016). Los exosomas
contribuyen a la Rl mediante el transporte de RNA’s, los cuales pueden interferir desde
el inicio de la sefalizacion de la insulina con su receptor, hasta la inhibicion de los
sustratos de la via de la insulina en diversos tejidos, provocando un desbalance en la
homeostasis de la glucosa (Mullins et al., 2017; Wang et al., 2017; Ying et al., 2017),
por lo tanto, la secrecién de exosomas y su contenido debe analizarse con la finalidad

de establecer la relacion de estas vesiculas con la Rl (Muller, 2012).

Es imprescindible el desarrollo de modelos experimentales para el entendimiento de
los mecanismos relacionados a la Rl hepética, determinada principalmente por
condiciones representativas de la RI, como la hiperinsulinemia y la hiperglucemia por
su relevancia bioldgica (Liu et al., 2017). El modelo in vitro ideal para caracterizar los
mecanismos fisioldgicos del higado es el cultivo primario de hepatocitos humanos, sin
embargo, este modelo tiene la limitante de la perdida irreversible del fenotipo hepatico,
ademas de una capacidad proliferativa limitada y dificultad para su mantenimiento
(Guguen-Guillouzo y Guillouzo, 2010). Uno de los modelos celulares mas utilizados
para analizar la Rl hepdatica es la linea celular HepG2, derivada de un carcinoma

hepatocelular, en esta linea celular se ha inducido Rl a través de la exposicion a 4cidos



grasos, citocinas proinflamatorias, asi como por concentraciones elevadas de glucosa
o de insulina, (Maier et al., 2010). Aun cuando la linea celular HepG2 conserva
numerosas funciones metabdlicas de los hepatocitos primarios, tiene una tasa baja de
secrecion de triglicéridos, mayores tasas de glucdlisis y lipogénesis de novo, debido a
un fenotipo fetal que se caracteriza por la expresion alta de IGF-1 que sobreactiva
moléculas asociadas a la via de sefalizacion de la insulina, por lo que no se representa
en su totalidad el efecto propio de la RI (Gunn et al.,, 2017; Nikolaou et al., 2016;
Samanez et al., 2012; Maier et al., 2010; Ogino et al., 2002).

Por lo anterior, el establecimiento de un modelo celular para Rl hepética similar a los
hepatocitos primarios, es relevante para extrapolar los mecanismos moleculares
observados en modelos celulares, a la fisiopatologia de la Rl en humanos. Por otro
lado, la linea celular hepatica Huh7, derivada de un paciente con hepatocarcinoma,
posee caracteristicas metabolicas similares a hepatocitos primarios, y se ha
establecido como un modelo de estudios metabolicos debido a su captacion facilitada
de glucosa y fructosa por el transportador GLUT2 transmembranal, estas células
proporcionan un modelo conveniente para estudios de lipogénesis, tienen una
produccion representativa de alfa-feto proteina y albumina, ademas, es una linea
celular utilizada principalmente para el estudio del metabolismo de farmacos. Por otra
parte, la linea celular Huh7 tiene susceptibilidad elevada a la infeccion por el virus de
hepatitis C in vitro, infeccion que ha sido asociada a la Rl (Kasai et al., 2018;
Windemuller et al., 2016). Por lo tanto, el propésito de este estudio fue evaluar la
induccion de resistencia a la insulina en la linea celular Huh7 por concentraciones
elevadas de insulina en comparacion con la linea celular HepG2, un modelo celular de

RI ya descrito.



V.- Materiales y métodos

Cultivo celular de Huh7 y HepG2

Las células Huh7 fueron cultivadas con medio William’s Eagle Medium (W4125 Sigma-
Aldrich) suplementado al 10% con GlutaMAX (35050061 Thermo Fisher Scientific),
suero fetal bovino (SFB) al 10% (90020 Byproductos) y antibiético-antimicético al 1%
(15240096 Thermo Fisher Scientific, 10,000 U/ml de penicilina, 10,000 pg/ml de
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B). Las células HepG2 fueron sembradas
con medio cultivo DEMEN F12 (12500096 Thermo Fisher Scientific) suplementado con
al 10% y antibidtico-antimicotico al 1% (10,000 U/ml de penicilina, 10,000 kg/ml de
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B). Las células se incubaron a 37°C en un
ambiente humedo con el 5% de CO., se realizé el cambio de medio cada 2 o 3 dias.

Induccion de RI

Una vez obtenida la confluencia celular deseada para cada linea celular, se retir6 el
medio y se hicieron lavados con PBS, posteriormente se afiadio el medio
correspondiente sin suplementar y se expusieron las células a una dosis de 10-¢ mol/L
de insulina (Sigma-Aldrich, 135 36) durante 24 h, a 37 °C, en un ambiente humidificado
con CO; al 5%, como previamente fue reportado por Liu et al., 2015. Las células control
no fueron expuestas a la insulina. Posteriormente, las células se estabilizaron por 24
h en el medio correspondiente suplementado con SFB, hasta la realizacién del

experimento.
Captacion de glucosa

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos, después de la induccion a
resistencia a insulina se determind la captacion de glucosa en las células Huh7 o
HepG2 utilizando el kit Glucose uptake assay kit (Abcam, ab136955). Las células se
cultivaron en el medio correspondiente sin SFB durante 24 h, posteriormente se retird
el medio y las células se lavaron con PBS, para ser incubadas en buffer KRPH/2
%/BSA por 40 minutos, después las células se estimularon con 100 nM de insulina

durante 20 minutos, pasado el tiempo de la estimulacion las células fueron incubadas



con 20 nM de 2-desoxi-D-glucosa durante 20 minutos, por ultimo las células fueron
tratadas con 8 pL del buffer de ensayo y 2 yuL de mix de enzimas a 37°C durante 1 h,
Posteriormente las células fueron extraidas con el buffer de extraccién y congeladas a
-80°C durante 40 minutos, posterior a la congelacion se afiadieron 10 uL del buffer de
neutralizacion y centrifugadas a 500 rpm por 1 minuto, se tomoé el sobrenadante y se
coloco con 20 pL de glutation reductasa, 16 pL de sustrato y 2 pL del recycling mix, se
dej6 reposar 40 min y se determiné el producto de la reaccién en el equipo Epoch 2
microplate reader a una longitud de 412nm, con una cinética de 2 a 3 min, a una

temperatura de 37°C.
Contenido de lipidos intracelulares por rojo oleoso

La determinacion del contenido de lipidos intracelulares se llevé a cabo por la tincion
de rojo oleoso de acuerdo con lo descrito previamente por Liu et al. (Liu et al., 2011).
Posterior al tratamiento, las células fueron lavadas con PBS, se fijaron con
formaldehido al 4% en PBS por 30 min, posteriormente las células se tifieron con rojo
oleoso O (3 mg/mL) por 30 min a temperatura ambiente, se elimind el exceso de
colorante lavando con agua destilada. Para el analisis cuantitativo de los lipidos
celulares, se agregd 1 mL de isopropanol, se recupero el sobrenadante tefiido y se
midio la absorbancia por espectrofotometria a 510 nm. El contenido de lipidos se
muestra como el cambio promedio respecto a las células control. Ademas, el contenido
de lipidos intracelulares se normaliz6 con la concentracion de proteinas totales. La

cuantificacion de proteinas totales se realiz6 mediante curva de Bradford/BSA.
Ensayo de contenido de glucégeno con el reactivo Antrona

Las células HepG2 y Huh7 fueron sembradas en frascos de 75 cm? e inducidas a
resistencia a insulina, pasado el tiempo de induccién se estabilizaron en medio basal
sin SFB durante 48 h. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS,
desprendidas y colocadas en microtubos, posteriormente se afiadié KOH al 30% y se
hirvieron durante 20 minutos, después las células fueron centrifugadas a 12000 g por
15 min, el pellet obtenido se dejo secar alrededor de 20 min y se rehidrato con 1 ml de

H>O DD y 2 ml de etanol, posteriormente se centrifugé a 12 000 g por 15 min, por



ultimo el pellet se resuspendié en 500 pL de H20 DD y se agregaron 2 mL de Antrona
(0.2% p/v en 99% de H>S04), la disolucion fue hervida 30 minutos, las muestras fueron
analizadas en el equipo Nanodrop 2000c, a una longitud de onda de 620 nm y los
resultados fueron normalizados con la concentracién de proteinas totales de cada

muestra.

Determinacion de la activacion del receptor de la insulina'y de Akt por inmuno-
blot

Finalizada la induccion de resistencia a insulina, las células fueron expuestas a 10 nM
de insulina durante 20 min. Posteriormente fueron lavadas con PBSy lisadas en buffer
RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas (ThermoFisher S, 78440). Estos

extractos proteicos fueron utilizados para el western blot a una concentracion de 40

ug.

Las muestras fueron procesadas por el método de SDS-PAGE vy transferidas
electroforéticamente en membranas de nitrocelulosa, posteriormente, la membrana se
incubo por 12 h con el anticuerpo primario (anti-insulin receptor B (phospho Y1185;
Abcam, ab62321 o anti phosphoAkt ser 473; Abcam, ab81283), diluido en TBST 1x.
Después, se realizaron lavados de 10 min con TBS-Tween 20, posteriormente la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario, durante 2 h. La membrana se lavo
3 veces durante 10 min con TBS-T. Finalmente la deteccion de las bandas se realizo

por quimioluminiscencia en el equipo Chemidoc MP (Bio-Rad).
Aislamiento de exosomas (EVs) de cultivo celular

A partir de los cultivos de las células Huh7 o HepG2 con o sin resistencia a la insulina,
se realiz6 el aislamiento de exosomas utilizando el protocolo basado en
ultracentrifugacion descrito por Kowal et al., (2017). Posterior al tratamiento, las
células fueron cultivadas en el medio correspondiente suplementado con SFB libre de
exosomas durante 48 h, hasta alcanzar una confluencia de 70-80%, el medio
condicionado se transfirié a tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron a 200 g por 15
min, el sobrenadante se recolecté en tubos nuevos de 50 mL, se centrifugaron
nuevamente a 2000 g por 10 min (para sedimentar células muertas), después, el

7



sobrenadante se colocé en nuevos tubos de 50 mL, para centrifugar a 10 000 g por 30
min a 4°C (para sedimentar EVs grandes), finalmente el sobrenadante se transfirio a
nuevos tubos de 30 mL y fueron centrifugados (Thermo Scientific Sorvall MX 120 Plus)
a 100,000 g por 120 min a 4°C, se retir0 el sobrenadante dejando solo el sedimento,
posteriormente se resuspendid el pellet en 1.5 mL de PBS para cada tubo,
homogenizando todo el PBS a través del tubo para recolectar todos los exosomas
adheridos al tubo, la mezcla se transfiri6 a microtubos de 1.5 y se centrifugaron a
120,000 g por 60 min a 4°C, se aspir6 todo el sobrenadante para resuspender el
sedimento que contiene las EVs pequefias (exosomas) en 40 pL de RIPA con

inhibidores de proteasas.
Western blot para identificacién de EVs

Una vez obtenidos los exosomas se preparé la muestra para realizar el western blot
en condiciones desnaturalizantes, estos extractos fueron utilizados con una
concentracion de 40 ug. Se realizo la electroforesis a 100 V durante 1h, para después
realizar la transferencia en una membrana PVDF a 70 V durante 3h. Una vez
transferidas las proteinas a la membrana se coloc6é en TBS-T-1%-ASB y se bloqueo
por 1 h, después se lavo y agreg6 el anticuerpo primario (anti-CD9 o anti-CD63) diluido
en 2 mL de TBS-T y se incubo a 4°C con agitacion por 12 h. La membrana se lavé 3
veces con TBS-T por 10 min, después se incubo con el anticuerpo secundario en TBS-
T por 2 h. Finalmente, la membrana se lavd 4 veces durante 10 min con TBS-T a
temperatura ambiente. La deteccion de las bandas se realizé por quimioluminiscencia

en el equipo Chemidoc MP.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo utilizando el programa estadistico STATA v.14.0. Los
datos son reportados en medias + desviacion estandar. Para la comparacion de los
promedios de los distintos biomarcadores de RI se utilizé la prueba de t de student con
un nivel de significancia de 0.05. Las figuras fueron preparadas con el software
GraphPad v.7.



V.-Resultados
La Induccién de resistencia a insulina disminuye la captacion de

glucosa en células HepG2 y Huh7

Evidencias indican que las concentraciones elevadas de insulina en cultivos celulares
de adipocitos y hepatocitos conducen a un estado de RI, con este propdsito, se trataron
las células Huh7 y HepG2 con 100 nm de insulina durante 24h, para inducir Rl y se
validé por medio del ensayo de captacion de glucosa (2-DG6P), estimulando
nuevamente a las células con 100 nM de insulina posterior a la induccion, para
observar la activacion del receptor. Los resultados obtenidos muestran una
disminucién en la captacion de glucosa de las células Huh7 con RI con respecto a las

células Huh7 control.
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Figura 1. Captacion de 2-DG6P en células Huh7 y HepG2. La captacién de glucosa se determiné a
las 48 h posterior a la induccion de RI. Los resultados se graficaron en medias y desviacion estandar,
el ensayo se realizé por triplicado en tres momentos independientes. La prueba de t-student muestra
una diferencia significativa de ***p <0.001 y **p <0.01 con respecto al control.



Determinacion de lipidos intracelulares en células HepG2 y Huh7

El incremento en la produccion de lipidos intracelulares es una de las caracteristicas
principales de resistencia a insulina hepatica. En este estudio se determind la cantidad
de lipidos intracelulares por la tincion de rojo oleoso, una técnica de uso rutinario para
la cuantificacion de lipidos en modelos in vitro. Se genero resistencia a la insulina en
las células HepG2 y Huh7 por medio de concentraciones elevadas de insulina durante
24 h, posteriormente se determiné la produccion de lipidos intracelulares a las 48 h, y
se observd un incremento significativo en los niveles de lipidos en ambas lineas

celulares con resistencia a insulina con respecto al control.
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Fig. 2. Contenido de lipidos de HepG2 y Huh7 resistentes a insulina. Las células fueron inducidas
a resistencia a insulina durante 24 h, posteriormente se evalué la produccién de lipidos a 48 h. Los
resultados se graficaron en medias y desviacion estandar, el ensayo se realiz6 por triplicado en tres
momentos independientes. La prueba de t-student muestra una diferencia significativa de ***p <0. 001
con respecto al control.

10



Contenido de glucogeno en las células HepG2 y Huh7 con RI

Uno de los biomarcadores que se ven afectados por la resistencia a insulina es la
disminucion de los niveles de glucégeno, debido a la funcidn ineficiente de la insulina
sobre la glucoégeno sintasa, para determinar los cambios en el almacenamiento de
glucégeno se realizé la cuantificacion de glucégeno en las células Huh7 y HepG2 con
resistencia a insulina, y se observd la disminucion (%)?? de los niveles de glucégeno

en las células con resistencia a insulina en comparacion con las células control.
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Fig. 3. Contenido de glucdégeno de la linea celular Huh7 y HepG2 inducidas con resistencia a
insulina. Las células Huh7 y HepG2 se indujeron a resistencia a la insulina durante 24 h,
posteriormente se evalud la produccion de glucégeno a 48 h. Se graficaron la media y desviacion
estandar, el ensayo se realizé por triplicado en tres momentos independientes. La prueba de t-
Student muestra una diferencia significativa de *p <0.05 con respecto al control.
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Fosforilacion del receptor de insulina en células HepG2 y Huh7

Para determinar si la concentracién de insulina afecta a la via de sefalizacion de la
insulina se determind la fosforilacion del receptor de insulina por western blot, el
proceso de fosforilacion es fundamental para las funciones biol6gicas de la insulina 'y
una disminucién en la fosforilacion indica un estado de resistencia a la insulina. Las
células Huh7 y HepG2 con induccion de resistencia a la insulina y transcurridas 48 h,
fueron estimuladas con 100 nM de insulina durante 15 minutos para activar la
fosforilacion del receptor y realizar la extraccion de proteinas. En ambas lineas
celulares se observa una disminucion de la fosforilacion relativa de alrededor del 50%
en comparacion con el grupo control, comprobando que efectivamente existe un

estado de resistencia a la insulina (Figura 4)
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Figura 4. Expresion relativa del receptor de insulina fosforilado en células Huh7 y HepG2. Se
indujo resistencia a insulina durante 24 h, posteriormente se estabilizaron durante 48 horas para la
extraccion de proteinas y se determiné la fosforilacion por western blot. Se graficaron la media y
desviacion esténdar, el ensayo se realizé por triplicado en tres momentos independientes. La prueba
de t-Student muestra una diferencia significativa de *p <0.05 con respecto al control. Total IR:
Receptor de insulina total, B-IR: Fraccion beta del receptor de insulina
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Expresién de CD9 en exosomas de células Huh7 y HepG2 con RI

Recientemente se ha asociado el incremento en el nimero de microvesiculas en
plasma de pacientes con RI y obesidad, por lo tanto, ha incrementado el interés de
estudiar su posible relacion. El aumento en la secrecién de exosomas se determing
por western blot por medio de la deteccién de la proteina CD9, un marcador especifico
de estas microvesiculas. Se recolecto el medio condicionado de las células Huh7 y
HepG2 con induccidn de resistencia a la insulina y posteriormente se procedi6 a aislar
los exosomas por el método de ultracentrifugacion para realizar la extraccion de
proteinas. El resultado obtenido muestra que hay un ligero incremento en la expresion

de CD9 entre el grupo control y el Rl de ambas lineas celulares.
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Figura 5. Expresion relativa de CD9 en células Huh7 y HepG2. Se indujo resistencia a insulina
durante 24 h, posteriormente se cultivaron durante 48 horas y se recolect6 el medio de cultivo para

el aislamiento de exosomas, después se realizd la extraccion de proteinas y se determiné CD9 por
western blot.
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VI.-Discusion

El higado es el 6rgano central que controla los niveles de glucosa sérica y la
homeostasis de lipidos. La insulina en el higado promueve la sintesis de glucégeno,
lipidos y proteinas, ademas de suprimir la glucogendlisis y la gluconeogénesis (Guo,
2014). En este sentido, defectos en la via de sefializacion de la insulina conducen al
desarrollo de resistencia a la insulina hepatica, desregulando el metabolismo de la
glucosa vy lipidos, provocando alteraciones de diversas biomoléculas que afectan la
salud del paciente. Se han descrito modelos in vitro, que permiten analizar la
fisiopatologia de la resistencia a la insulina, con el fin de desarrollar estrategias
novedosas para el diagnéstico y tratamiento de esta patologia (Guo, 2014; Guo et al.,
2009). El cultivo primario de hepatocitos humanos representa el modelo 6ptimo in vitro
para estudiar los mecanismos fisioldgicos del higado, sin embargo, estos modelos
tienen la limitante de la pérdida irreversible del fenotipo hepatico, ademas de una
capacidad proliferativa limitada (Guguen-Guillouzo y Guillouzo, 2010). La linea celular
HepG2 es uno de los modelos celulares establecidos para estudiar la fisiologia de la
RI, sin embargo, son células con caracteristicas cancerigenas que pueden favorecer
o alterar la RI, nuestro estudio evaluo las caracteristicas metabdlicas de Huh7 como
modelo para estudios metabdlicos y de resistencia a la insulina inducida por
concentraciones elevadas de insulina, comparandolo con un modelo ya establecido

como es la linea celular HepG2.

Con base en los resultados obtenidos, se observo que las concentraciones elevadas
de insulina disminuyen la captacion de glucosa y la fosforilacion del receptor de
insulina en las lineas celulares Huh7 y HepG2, ademas, el método de induccién

representa el efecto de la hiperinsulinemia en el desarrollo de resistencia a la insulina.

Para comprobar el efecto producido por la Rl se determind, entre otros, la captacion
de glucosa, identificando una disminucion significativa en la captacion de glucosa de
aproximadamente el 60% en las células con Rl en comparacion con el control de
ambas lineas celulares. Estudios previos en 2012 de Hsieh et al., en la linea celular
Huh7 transfectada con la oncoproteina E2 del virus de hepatitis C, se identificd que la

captacion de glucosa disminuye en un 50% en comparacion con las células control, lo
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cual fue atribuido al mecanismo de replicacion del virus que inhibe la sefializacion de
la insulina mediante la disminucion de la expresion del IRS, sugiriendo que el método
utilizado por nosotros puede ser mas contundente que con las transfeccion con la

oncoproteina del virus de la hepatitis C (Hsieh et al., 2012).

Se ha descrito que para determinar si un modelo celular es representativo del estado
de resistencia a insulina, debe tener un aumento en el nivel de lipidos intracelulares,
debido a que existe una estrecha relacion entre la resistencia a insulina y su
incremento a nivel hepatico. Nuestros resultados del ensayo de rojo oleoso en la linea
celular HepG2, indican un incremento significativo en los niveles de lipidos en las
células inducidas con RI con respecto al control, aumento que es provocado por el
estado de RI, debido a que la insulina tiene un efecto directo sobre la activacion de la
lipogénesis e inhibicion de la lipolisis, en un estado de RI (Biddinger et al., 2008). Los
datos obtenidos del ensayo de rojo oleoso concuerdan con un experimento similar en
HepG2 realizado por Zhu y colaboradores en 2018, en el que inducen RI con
concentraciones elevadas de insulina y se observa un incremento en lipidos
determinado por la tincion de rojo oleoso. Ademas, Ishi et al., (2016), reportaron el
incremento de lipidos al utilizar como método de induccién de RI concentraciones
elevadas de acidos grasos libres de cadena corta (palmitato, oleato, palmitolato,
linoleato.), los resultados demostraron que en el modelo de resistencia a la insulina

hubo un incremento en los niveles de lipidos con respecto al control (Ishi et al., 2016).

Por otro lado, en la linea celular Huh7 se observd un incremento significativo en la
produccion de lipidos en el grupo con RI en comparacion con el control,
desgraciadamente no se encontro informacion relacionada entre el aumento de lipidos
y Rl en la literatura, sin embargo este acumulamiento de lipidos en hepatocitos se
explica con el papel que juega la insulina en los hepatocitos, que ademas de activar
vias de sefalizacion para la lipogénesis también regula el ensamblamiento de algunas

lipoproteinas (Rye, Barter, & Cochran, 2016).

Ademas, uno de los resultados importantes a resaltar fueron los niveles elevados de
lipidos en el control de las células Huh7, en comparaciéon con el control de la linea

celular HepG2, estos datos se relacionan con los obtenidos por Gunn et al. (2017),
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estudio en el que evaluaron los niveles transcripcionales y de proteinas, involucradas
en el metabolismo de lipidos entre las células HepG2 y Huh7 cultivadas con SFB y
suero humano, observando que independientemente del suero con el que sean
cultivadas, las células Huh7 presentan una produccion mayor de lipidos en
comparacién con las células HepG2 (Gunn et al., 2017).

Ademas, para determinar en qué linea celular se observa de forma destacada la
disminucion de glucégeno provocada por el estado de resistencia a insulina,
identificamos que en ambas lineas celulares con Rl se presentd una disminucién
significativa de glucégeno. Respecto a los niveles en la Huh7 estos fueron similares a
los obtenidos por Hsieh et al. (2012), quienes realizaron induccion de RI mediante la
oncoproteina E2 del virus de la hepatitis C, reportando una disminucion significativa
de glucogeno en las células con resistencia con respecto a su control (Hsieh., et al.,
2012).

Por su parte, los resultados obtenidos de HepG2-RI se relacionan con los obtenidos
por Lu et al. (2017), quienes obtuvieron una disminucion en la fosforilacion de la
glucogeno sintasa cinasa, enzima que activa el proceso de sintesis de glucogeno y se
relaciona directamente con la actividad de la insulina. Ademas, comparando los
resultados obtenidos entre la linea celular Huh7 y HepG2 se observa que la
disminucion de glucogeno es mayor en la linea celular HepG2, este dato puede
relacionarse con el analisis comparativo de Berger et al. (2015), al realizar un analisis
in silico entre ambas lineas celulares, para determinar la relaciéon que existe entre el
metabolismo de glucosa y su participacion en vias de sefalizacion de cancer hepatico,
observando una tasa metabdlica y de proliferacion elevada en la linea celular HepG2
en comparacioén con Huh7, caracteristica que favorece al estado de resistencia a la

insulina.

Recientemente, se ha descrito la participacion de exosomas en la patogénesis y
complicaciones en personas con diabetes tipo 2 (Xiao et al., 2019), ademas, se ha
vinculado el contenido de los exosomas con procesos de inflamacion, desregulacion
de los transportadores de glucosa que favorecen el desarrollo de Rl (Jeppesen et al.,

2019). Por lo tanto, nosotros evaluamos una posible diferencia en la cantidad de
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exosomas secretados por ambas lineas celulares con y sin RI, a través de la
cuantificacion de la expresion de CD9, proteina especifica de exosomas, observando
gue en ambas lineas celulares existe un ligero aumento en la expresion de CD9 en
las células con RI en comparacion con el grupo control, sin embargo, estos
incrementos no fueron significativos, resultados que coinciden con los descritos por
Lee et al. (2017), autores que realizaron un estudio en el que generan un modelo de
higado graso no alcohdlico y por consecuencia Rl en la linea celular Huh7 utilizando
concentraciones elevadas de palmitato, identificando que la expresion de marcadores
de exosomas como CD9 y CD63 no se modifican, sin embargo, el tratamiento con

palmitato en las lineas celulares Huh7 y HepG2 incrementa el nimero de exosomas .

Las caracteristicas que determinan si una linea celular es resistente a insulina son la
disminucién en la captacion de glucosa y fosforilacion del receptor de insulina, datos
observados en la linea celular Huh7 expuesta a concentraciones elevadas de insulina,
ademas los resultados de otros biomarcadores, como el nivel de lipidos y glucégeno,
sefialan a la linea celular Huh7 como un modelo de resistencia a la insulina. No
obstante, es importante sefialar que en la linea celular HepG2 con RI fue ligeramente
mayor la disminucién en la captacion de glucosa, en el contenido de glucogeno y en la
fosforilacion del receptor, en comparacion con la linea Huh7, este resultado confirma
el hipermetabolismo caracteristico de HepG2 debido a su estado cancerigeno, el cual
potencia el efecto de la Rl inducido por las concentraciones elevadas de insulina. Por
lo anterior, proponemos a la linea Huh7 como un modelo de RI, de utilidad para

estudios metabdlicos y farmacoldgicos (Berger, Vega, Weiss-Gayet, y Géloén, 2015).
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VIl.- Conclusiones

Las concentraciones elevadas de insulina conducen a RI hepatica en la linea celular
Huh7.

La linea celular Huh7 presenta biomarcadores congruentes con las caracteristicas de
RI, como captacion de glucosa, contenido de lipidos y de glucégeno, y la fosforilacion
del IR.

La linea celular Huh7 representa un mejor modelo celular para el estudio de RI en
comparacién con la linea celular HepG2, debido a que el hipercatabolismo de HepG2

sobreestima el efecto de la RI.
Perspectivas

Analizar el posible incremento en el nUmero de exosomas en las lineas celulares con

induccion a RI con respecto al control, como posible evento que favorece la RI.

Determinar si el contenido de los exosomas se asocia al desarrollo de Rl en el modelo

celular establecido.
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