Revisiones

La reproduccién en las hembras de
mamiferos es extremadamente sensible a la
disponibilidad de combustibles metabdlicos.
Esta relacion entre la homeostasis
energéticay la reproduccién ha sido
reconocida durante décadas. Asi, la
restriccion dietética intensa, los estados
catabolicos y el exceso del gasto energético
deterioran la fertilidad humana. Del mismo
modo, la obesidad resultante de una mayor
ingestion que la requerida por el cuerpo esta
asociada con situaciones de infertilidad
como en el sindrome de ovarios policisticos.
Por ello, la reproduccién, laingestién de
alimento y la utilizacion de combustibles
constituyen las respuestas homeostaticas
reguladas por sefiales metabdlicas. Asi, la
capacidad reproductiva en organismos
inferiores como el gusano y la mosca esta
también influida por la disponibilidad de
alimento y las reservas de energia. Sin
embargo, el modo preciso de la regulacién
de la actividad reproductiva por la nutricién
y la energia metabdlica contintia siendo una
cuestion sin resolver de la biologia moderna.
Se postula que lainsulina es la principal
hormona reguladora del metabolismo de
hidratos de carbono en el organismo y junto
con las rutas de sefiales dependientes de
ella, desempenfia un papel primordial en la
homeostasis de combustibles metabdlicos.
Verificaciones recientes procedentes de
modelos animales demuestran que la accion
de lainsulina también regula la ingestién de
comida, el peso corporal y la capacidad de
reproduccién, implicando a las rutas de
sefalizacion de lainsulina como la conexién
mecanistica entre el metabolismo y la
regulacion neuroendocrina de la fertilidad.
La delecién de IRS-2, uno de los principales
sustratos del receptor de insulina, produce
en el ratén defectos tanto metabdlicos como
reproductivos. Las ratonas deficientes en
IRS-2 demuestran una moderada
intolerancia a glucosa, resistencia a insulina,
hiperfagia y una discreta obesidad.
Curiosamente, estos animales son infértiles
debido a defectos en el ovario y/o en el eje
hipotélamo-pituitario-ovarico. Aqui se
revisan las perspectivas histéricas del
control metabélico de la reproduccion
haciendo un especial énfasis en las
contribuciones de la sefializacién de la
insulina. Ademas, nuestra revision se centra
en las observaciones recientes del modelo
knockout de IRS-2, que nos ha
proporcionado una evidencia directa de que
la fertilidad requiere la integracién de
sefales metabdlicas y reproductivas.
Basandonos en el papel de las rutas de
sefializacion de lainsulina en la regulacién
de la fertilidad, el metabolismo y la
longevidad en C. elegansy Drosophila,
nuestra hipotesis de trabajo es que las rutas
de sefiales mediadas por IRS-2 representan
un mecanismo conservado evolutivamente
que comunica la homeostasis energética con
la fisiologia de la reproduccion.
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INSULIN SIGNALING PATHWAYS: MECHANISMS INTEGRATING
ENERGY HOMEOSTASIS AND REPRODUCTION

In female mammals, reproduction is extremely sensitive to the
availability of metabolic fuels. This relationship between energy
homeostasis and reproduction has been recognized for decades;
severe dietary restriction, catabolic states, and excess energy
expenditure impair fertility in humans. Likewise, obesity,
resulting from a greater consumption than is used by the body,
is also associated with infertile conditions such as polycystic
ovary syndrome. Thus, reproduction, food intake, and fuel
utilization represent homeostatic responses that are modulated
by metabolic signals. Interestingly, reproductive capacity in
lower organisms such as C. elegans and Drosophila is also
influenced by the availability of food and energy stores.
However, precisely how nutrition and energy metabolism
regulate reproductive activity remains one of the major unsolved
questions of modern biology. As the principal hormone
regulating carbohydrate metabolism, insulin and its signaling
pathways have been postulated to play a major role in fuel
homeostasis. However, recent evidence from mouse models
demonstrates that insulin action also regulates food intake, body
weight and reproductive capacity, implicating insulin signaling
pathways as a mechanistic link between metabolism and
neuroendocrine regulation of fertility. Deletion of IRS-2, one of
the main substrates of the insulin receptor, produces both
metabolic and reproductive defects in mice. Female IRS-2
deficient mice display moderately impaired glucose tolerance,
insulin resistance, hyperphagia, and mild obesity. Interestingly,
these animals are infertile owing to ovarian failure and/ or
defects in the hypothalamic-pituitary-ovarian axis. Here, we
summarize the historic perspectives of the metabolic control of
reproduction with a particular emphasis on the contributions of
insulin signaling. Moreover, our review focuses on recent
observations from the IRS-2 knockout model which have
provided direct evidence that fertility requires the integration of
metabolic and reproductive signals. Based on the role of insulin-
signaling pathways in the regulation of fertility, metabolism, and
longevity in C. elegans and Drosophila, our working hypothesis
is that IRS2-mediated pathways represent an evolutionary
conserved mechanism to link energy homeostasis to
reproductive physiology.
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CONTROL METABOLICO DE LA REPRODUCCION

La fisiologia de la reproduccién estd regulada por sefiales
metabdlicas derivadas de cambios en el carburante metabo-
lico. Aunque resulta muy critico para la supervivencia de
las especies, los procesos de la reproduccion son energética-
mente costosos e innecesarios para la supervivencia inme-
diata. Por ello, cuando la comida es abundante y los requeri-
mientos energéticos son bajos, la energia estd disponible
para todos los procesos fisiolégicos que conlleva la vida: lo-
comocion, digestion, termorregulacién, crecimiento y repa-
racion celulares y reproduccion. El exceso puede ser alma-
cenado en forma de lipidos en el tejido adiposo como una
inversion energética a largo plazo. Sin embargo, cuando la
disponibilidad energética estd limitada y/o el gasto energéti-
co es elevado, los mecanismos fisiolégicos que distribuyen
la energia en las distintas actividades favorecerdn los proce-
sos que aseguren la supervivencia del individuo por encima
de los procesos que promueven el crecimiento, la longevi-
dad y la reproduccién. Asi, las actividades reproductivas re-
ciben una baja prioridad respecto a los procesos esenciales
como la respiracion celular y la termorregulacion.

El concepto de que la capacidad reproductiva estd modu-
lada por sefiales provenientes de la disponibilidad del com-
bustible metabdlico es conocido como “hipdtesis metaboli-
ca”!3. Esta hipdtesis surgié de estudios que demuestran que
el contenido de grasa corporal, la admisién caldrica, la tem-
peratura ambiente y el ejercicio no actian de forma inde-
pendiente sino que interaccionan controlando la funcidn re-
productiva. Por ello, la privacién crénica de comida inhibe
el ciclo estral pero sélo después de que los almacenes de
glucégeno y de grasa han sido consumidos'+. Este desarre-
glo metabdlico puede observarse en trastornos nutricionales
humanos como la anorexia nerviosa. Ademas, las situacio-
nes que producen un excesivo gasto energético como el
ejercicio prolongado y la exposicion constante al frio, inhi-
ben el ciclo estral solamente cuando el gasto energético no
es compensado por un aumento en la ingestion caldrica o en
la utilizaciéon de las reservas del tejido adiposo*’®. Por
ejemplo, las irregularidades menstruales y la amenorrea son
bastante frecuentes en atletas y bailarinas que no aumentan
de forma adecuada el consumo de comida para poder com-
pensar las demandas energéticas de su entrenamiento®.

Como una alternativa a la hipdtesis metabdlica, la teoria
“adipostatica” o “lipostatica” propone que la reproduccién y
la ingestion de comida estdn coordinadas por un hipotético
monitor del contenido en grasa corporal que inhibe la repro-
duccién y aumenta la ingestion de comida cuando las reser-
vas de grasa descienden por debajo de un limite determina-
do”'3. Esta conexidn entre la grasa corporal y la ingestién
de comida fue conceptualizada en los afios cincuenta cuan-
do Kennedy postulé que sefiales proporcionales a la grasa
corporal regulan el apetito y la alimentacién a través del ce-
rebro'*. Dado que la grasa se localiza en multiples sitios dis-
tribuidos por todo el cuerpo, existen diversas posibilidades
de que la grasa corporal estaria regulada por centros supe-
riores en el cerebro. Por ejemplo, las conexiones nerviosas
de cada depésito de grasa podrian converger en un lugar
central en el cerebro desde donde se generaria una sefial
adipocitica total. Sin embargo, esto es improbable dado que
el tejido adiposo estd solo levemente inervado y la mayoria
de las conexiones tienen un origen motor. Estudios de la ul-
tima década sugieren que se secretan hormonas en la perife-
ria de forma proporcional al contenido en grasa corporal y
son estas hormonas adipostaticas las que proporcionan se-
fales al cerebro regulando el apetito, la ingestion de comida
y la reproduccion. Tanto la insulina como la leptina poseen
los requerimientos funcionales para ser consideradas hor-
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monas adipostdticas y, por tanto, se han propuesto como los
reguladores mds probables del almacén de grasa y de la in-
gestion de comida. Para que una sefial sea considerada
como reguladora de la obesidad debe ser secretada propor-
cionalmente al almacén de grasa, debe tener acceso al siste-
ma nervioso central (SNC) y debe regular el apetito y el
peso corporal'>16,

OBESIDAD Y CAPACIDAD REPRODUCTIVA

La obesidad es el resultado del desequilibrio entre la
energia incorporada y la empleada por el cuerpo. A medida
que la energia es almacenada, las células grasas aumentan,
produciéndose los rasgos caracteristicos de la obesidad. El
aumento patoldgico de las células grasas altera los valores
de muchos péptidos y sefiales nutricionales, que son las res-
ponsables del estado de la obesidad como enfermedad!’.
Aunque la obesidad se correlaciona de manera muy signifi-
cativa con la resistencia a la insulina, todavia no se ha deter-
minado si la resistencia a la insulina es causa o consecuen-
cia de la obesidad!®. Queda claro que la obesidad tiene una
influencia significativa en el sistema reproductor. Resul-
tados epidemioldgicos demuestran que el sobrepeso con-
tribuye a desarreglos menstruales, infertilidad y diabetes
mellitus™®®. La obesidad es la caracteristica principal en
mujeres con el sindrome de ovarios policisticos (SOPC), la
alteracién endocrinolégica mds frecuente en mujeres en
edad de procrear. El SOPC se caracteriza por una anovula-
cion hiperandrogénica y estd frecuentemente asociado con
la resistencia a insulina'®?. Las mujeres con SOPC eviden-
cian un mayor riesgo a desarrollar diversas alteraciones me-
tabdlicas (a los 40 afios de edad, el 40% de las mujeres con
SOPC desarrollan diabetes de tipo 2 como consecuencia de
la resistencia a insulina y la intolerancia a glucosa)?*?!. La
induccién de la ovulacién y la fertilizacién in vitro es me-
nos alcanzable en mujeres obesas; sin embargo, la pérdida
de peso y la modificacion del estilo de vida mejora signifi-
cativamente las anormalidades del ciclo menstrual y, por
tanto, ejerce una influencia positiva en el resultado final de
la reproduccién asistida?>?. No se conocen claramente los
mecanismos moleculares por los que la obesidad regula ne-
gativamente la fertilidad, pero muy probablemente estén
asociados a cambios en la sensibilidad a insulina'7?2.

LA LEPTINA COMO REGULADOR DE LA OBESIDAD

De acuerdo con la versiéon moderna de la hipdtesis adi-
postdtica, los valores de leptina en el plasma proporcionan
la informacion critica al cerebro sobre el contenido de grasa
en el cuerpo, y esta hormona sirve como un regulador del
apetito y de la ingestién de comida®'>'%2+26_ La leptina es
secretada por los adipocitos en proporcién directa al conte-
nido de grasa almacenada**2. La leptina circulante es
transportada al cerebro a través de la sangre, en donde se
une a sus receptores en el nicleo arcuato y en otros nucleos
ventrales del hipotdlamo'®!233-3, La administracion local de
leptina en estas regiones del cerebro hace disminuir la in-
gestion de comida y, eventualmente, el peso corporal®#,
Los ratones homocigotos en mutaciones del gen de la lepti-
na (ob/ob) son hiperfagicos y obesos debido a la insuficien-
cia de leptina**°. Del mismo modo, animales con una defi-
ciente sefializacion por leptina debido a defectos en el gen
que codifica para el receptor de leptina (ratones db/db) de-
muestran un aumento en el apetito y en la obesidad®*4>4,
Resulta interesante que tanto los ratones ob/ob como los
db/db son infértiles**>. Se ha comprobado que la adminis-
tracién de leptina a hembras ob/ob les devuelve el apetito
normal, la obesidad y la fertilidad®'®2. Curiosamente, tanto
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la obesidad como la hiperfagia son caracteristicas comunes
en humanos portadores de mutaciones (aunque poco fre-
cuentes) en los genes 0b y db?303153,

Mientras que estas observaciones en los modelos anima-
les de leptina revelan el papel de esta hormona en la regula-
cién del apetito y en el almacén de la grasa corporal en la
teoria adipostatica como base de la integracion de la home-
ostasis energética y la reproduccion tiene diversos fallos. En
primer lugar, la secrecion de leptina no controla los cambios
agudos y rdpidos del metabolismo sino que su valor diario
global es, sin embargo, directamente proporcional al tama-
flo de las reservas grasas**>*%. No obstante, estudios em-
pleando inhibidores farmacolégicos de la oxidacién de la
glucosa y de 4dcidos grasos indican que la fisiologia de la re-
produccion responde, a corto plazo (minuto a minuto u hora
a hora), a cambios en la disponibilidad del combustible me-
tabdlico mds que a cualquier otro aspecto del tamafio corpo-
ral o composicién®. De acuerdo con esto, concentraciones
elevadas de leptina no son suficientes para una reproduc-
cién normal si la oxidacién de los metabolitos estd bloquea-
da®®*, Finalmente, el papel de la leptina en el ser humano
permanece sin esclarecerse todavia. Se han encontrado
mutaciones en los genes de leptina y de su receptor en el
hombre, pero éstos sélo explican unos pocos casos raros de
obesidad humana!71%-62, Ademads, en desajustes endocrino-
16gicos asociados con la infertilidad como en SOPC, no
existe una correlacién entre los valores de leptina y otros
pardmetros de la enfermedad. Por ello, el papel (o papeles)
de la leptina en la regulacion tanto de la homeostasis ener-
gética como de la reproduccién permanece sin desvelarse.

INSULINA, HOMEOSTASIS DE LA ENERGIA
Y LA REPRODUCCION

La insulina secretada por las células B pancredticas regula
la homeostasis de la glucosa mediante la estimulacién de la
incorporacion de la glucosa por tejidos periféricos, la supre-
sion de la secrecion de dcidos grasos por el tejido adiposo y
la inhibicién de la produccion de glucosa por el higado. La
resistencia a la accién periférica de la insulina estd asociada
a una gran variedad de desajustes metabdlicos que inclu-
yen la obesidad, la diabetes de tipo 2 y SOPC. Aunque el
musculo, la grasa y el higado estdn generalmente considera-
dos como los principales tejidos sensibles a la insulina, ésta
también ejerce una influencia directa en la fisiologia del
ovario y sus disfunciones pueden ser la razén fundamental
de defectos en la ovulacién caracteristicos de SOPC*%3, La
insulina posee un efecto estimulante en la sintesis de este-
roides por las células de la granulosa de ovarios normales y
SOPC e interactia con gonadotropinas de una forma aditiva
o sinérgica®. La insulina también estimula la produccién
estereoidea en las células de la teca de ovarios SOPC*.
Ademds, tanto la insulina como el factor de crecimiento si-
milar a la insulina tipo 1 (IGF-I) parecen regular el desarro-
llo del foliculo®.

El receptor de insulina se expresa también en el tejido
neuronal del SNC, y demuestra diversas pautas de expre-
sién en el bulbo olfativo, en el hipotdlamo y en la glandula
pituitaria®. La idea de que la insulina puede estar partici-
pando en el SNC regulando la ingestion de comida y el peso
corporal fue propuesta originalmente por Woods y Porte®
hace mds de 20 afios, siendo acogida con un gran escepticis-
mo. Sin embargo, desde entonces, se han ido acumulando
datos que apoyan esta hipétesis, incluyendo estudios que
demuestran que la insulina se transporta a través de la barre-
ra sanguinea del cerebro, evidenciando unos su eficacia en
la supresion de la ingestién alimenticia cuando se suminis-
tra directamente en el cerebro>%7? y revelando otros estu-
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dios la expresion del receptor de insulina en dreas del cere-
bro involucradas en la homeostasis energética®%. Con todo
ello, hoy dia se acepta que el transporte de insulina de la pe-
riferia al SNC puede contribuir a la negativa regulacion re-
troactiva de la grasa corporal. Anormalidades fisioldgicas
como la obesidad, asociadas con la resistencia periférica a
insulina, pueden también reducir la eficiencia de la activi-
dad de la insulina en el SNC y predisponer a la ganancia de
peso. Curiosamente, se ha demostrado en perros que la obe-
sidad inducida por una dieta rica en grasa estd asociada a
una reduccién de la insulina circulante, reduciéndose los va-
lores de insulina en un 60%7°.

Importantes resultados que apoyan la hipétesis de que la
insulina actda no sélo en la periferia, sino también en el
SNC controlando el peso corporal y la reproduccién, han
sido dadas por un reciente estudio de ratones con una dele-
cién especifica del receptor de insulina en el cerebro (rato-
nes NIRKO). Empleando la tecnologia Cre-loxP, Brunning
et al han creado un modelo animal para investigar la sefiali-
zacion de la insulina en el cerebro y sus contribuciones en
la homeostasis energética™. Estos animales demuestran un
mayor consumo de alimentos, poseen un aumento en la gra-
sa corporal y estdn predispuestos a los efectos de obesidad
promovidos por una dieta rica en grasa. Estas observaciones
proporcionan una nueva evidencia a favor de la idea de que
la sefializacion de la insulina en el cerebro participa en el
control del apetito y del gasto energético. Curiosamente, las
ratonas NIRKO padecen una reducida fertilidad muy proba-
blemente debida a irregularidades hipotaldmicas en la secre-
cion de la hormona luteinizante (LH). Las hembras NIRKO
poseen concentraciones de LH circulante en plasma inferio-
res a las hembras control. Las neuronas del nicleo arcuato
del hipotdlamo que expresan hormona liberadora de gona-
dotropinas (GnRH) también expresan el receptor de insulina
por lo que esta colocalizaciéon puede representar un meca-
nismo para la interaccién entre estas dos hormonas. Por tan-
to, el modelo NIRKO nos proporciona evidencias directas
de que la sefializacion del receptor de insulina participa en
la regulacién de la homeostasis energética y en el control
neuroendocrino de la reproduccién.

LA RED DE SENALES DEL SUSTRATO
DEL RECEPTOR DE INSULINA (IRS)

La insulina e IGF-I regulan una amplia variedad de efec-
tos metabdlicos y efectos relacionados con el crecimiento
en los tejidos diana, incluyendo la estimulacién del trans-
porte de glucosa y la sintesis de glucégeno, la inhibicién de
la gluconeogénesis hepdtica, la estimulacién de la lipogéne-
sis y antilipdlisis en adipocitos, la transcripcion y traduc-
cién de genes y el efecto antiapoptético y la replicacion ce-
lular’>77. Mientras que la sefial de la insulina es considerada
fundamentalmente como metabdlica, el IGF-I ha sido impli-
cado como un importante regulador del desarrollo embrio-
nario y posnatal, posiblemente desempefiando un papel de
mitégeno y de factor de diferenciacién”. Las dos hormonas
se unen a sus respectivos receptores de membrana, lo que
estimula la autofosforilacion de la regién reguladora locali-
zada en la cadena [ del receptor y potenciando su actividad
intrinseca tirosincinasa. El receptor activado es capaz de
fosforilar diversas proteinas celulares, principalmente a
miembros de la familia de proteinas IRS (fig. 1).

La familia de proteinas IRS estd integrada por al menos
cuatro miembros: IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4. IRS-1 pare-
ce estar expresada ubicuamente’. IRS-2 se descubri6 ini-
cialmente como un componente de la sefializacion de inter-
leucina-4, pero hoy dia se sabe que se expresa en casi todas
las células y tejidos™; IRS-3 se expresa predominantemente
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en el tejido adiposo y se purificé y clond a partir de adipoci-
tos de rata®®?; IRS-4 se purific6 y cloné de células
HEK293, en las que es la proteina IRS mayoritaria®®. IRS-4
se expresa predominantemente en la gldandula pituitaria, el
timo y el cerebro®. Las proteinas IRS contienen de 8 a 18
localizaciones potenciales de fosforilacién en diversas tiro-
sinas que, tras su fosforilacion, se unen a los dominios SH2
de proteinas efectoras. Entre ellas destacan la subunidad re-
guladora de la cinasa lipidica fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K), Grb2, Nck y la fosfatasa SHP2 (fig. 1). Se conocen
otras proteinas que también se unen, pero su funcién es
poco conocida. Los productos de PI3K activan a su vez una
red de serintreonincinasas implicadas en la accion de la in-
sulina sobre el transporte de glucosa, sintesis de proteinas,
antilipdlisis y el control de la gluconeogénesis hepatica’.
Asf, el entramado de sefializaciones mediadas por las pro-
teinas IRS regulan los efectos pleiotropicos de la insulina y
el IGF-I en las distintas funciones celulares.

LA DISRUPCION DE IRS-2 CAUSA DIABETES DEBIDO
A LA RESISTENCIA A LAINSULINAY A LA
INSUFICIENCIA DE LAS CELULAS BETA

La eliminacién del gen de IRS-2 en ratones produce un
fenotipo caracteristico de diabetes de tipo 2, y los animales
deficientes en IRS-2 evidencian defectos tanto en la accién
como en la produccién de la insulina®. En edades tan tem-
pranas como a 3 dias posparto, los animales IRS-2"- poseen
un elevado contenido de glucosa en sangre, y de 3 a 6 sema-
nas de edad los animales macho evidencian un test de tole-
rancia a la glucosa (GTT) fuertemente anormal. Los ratones
IRS-2" tienen resistencia periférica a insulina, como lo con-
firman el aumento en los niveles de insulina en ayunas (tres
veces superior a ratones control) y la disminuida respuesta
en el test de tolerancia a la insulina (ITT). A las 8 semanas,
los ratones macho IRS-2-/- han mermado su capacidad de
almacenar glucosa en el cuerpo y han reducido la supresion
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das por IRS. Después de la
union de la insulina a su recep-
tor, las proteinas IRS se fosfori-
lan en tirosinas y activan a su
vez otras rutas de sefiales. El
acoplamiento entre estas protei-
nas controlan la respuesta celu-
lar final a la insulina y el IGF-I.

D Fig. 1. Rutas de seniales media-
T

Sintesis de
Proteinas

hepatica de glucosa, ambas inducidas por la insulina en con-
diciones normales. Estos hechos sugieren el aumento de la
resistencia a insulina en el higado y musculo esquelético. A
las 10 semanas, los ratones macho IRS-27 son claramente
diabéticos y a las 12 semanas, si no son tratados de forma
adecuada, evidencian una grave hiperglucemia, polidipsia y
poliuria y mueren de deshidratacién y de coma hiperosmo-
lar. Llama la atencién el hecho de que el fenotipo diabético
de este modelo evidencia un dimorfismo sexual ya que a di-
ferencia de la temprana diabetes de los machos, las hembras
de los knockout IRS-2 (IRS-27) s6lo padecen una suave hi-
perglucemia que se prolonga hasta los 4-5 meses de edad. A
partir de esta edad la tolerancia a glucosa se deteriora y las
complicaciones de la diabetes se desencadenan también en
las hembras®®,

El andlisis morfométrico de secciones pancredticas de ra-
tones de 4 semanas de edad (momento en el que ocurre un
aumento en la masa de células B) revela una significativa
reduccion en el contenido de células B en ratones IRS-2"
respecto a animales control. El nimero de islotes en los ani-
males IRS-27 disminuye en aproximadamente un 50%.
Ademds, el contenido de insulina en los islotes estd merma-
do en los ratones IRS-2". Por tanto, las células 3 carentes
de IRS-2 son incapaces de compensar a la resistencia a in-
sulina y la diabetes se origina. La expresién de IRS-2 se de-
tecta tanto en las células f como en las células ductales del
pancreas de animales control, en donde puede estar desem-
peflando un papel regulador de la proliferacién y de la dife-
renciacion de islotes®*-%.

A diferencia del fenotipo diabético de los ratones IRS-2",
nuestro grupo y otros han mostrado que la delecién de IRS-
1 en ratones produce sélo una moderada resistencia a insuli-
na sin un deterioro de la homeostasis de glucosa’%¢. Sin
embargo, el crecimiento pre y posnatal de los ratones IRS-1"
estd fuertemente reducido, lo que sugiere que IRS-1 es un
mediador del crecimiento somdtico. La sefializacién por in-
sulina es casi normal en el higado de ratones IRS-17, presu-
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Homeostasis
energética

Reproduccion

Fig. 2. Las rutas de insuli-
na/IRS-2 constituyen un me-
canismo conservado evoluti-
vamente para la integracion
de las sefiales metabdlicas
con las de la reproduccion.

miblemente mediada por IRS-273%. En gran contraste con la
reduccion de masa de células B producida por la elimina-
cién de IRS-2, la disrupcién del gen IRS-1 aumenta dicha
masa celular; los ratones IRS-17 poseen un aumento de dos
veces en la masa de células 3 pancredticas®®*®. Esta obser-
vacion bésica provee mds evidencias que apuntan al papel
de IRS-2 en la diferenciacién, crecimiento y/o superviven-
cia de las células productoras de insulina. Ademas, sugiere
que el balance equilibrado entre la sefalizacién por estas
dos moléculas es necesario para la correcta funcién de las
células .

LAS RUTAS DE SENALES MEDIADAS POR IRS-2
REGULAN LA FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

El fenotipo diabético resultante de la delecion de IRS-2
es sexualmente dimdrfico: mientras los machos knockout
para IRS-2 mueren por complicaciones de la diabetes a par-
tir de las 10 semanas de edad, las hembras carentes de IRS-
2 ponen de manifiesto una suave intolerancia a glucosa y no
desarrollan una diabetes evidente hasta mucho mds tarde
(aproximadamente 4 meses de edad). Notablemente, las
hembras knockout para IRS-2 son infértiles®®. Para excluir
cualquier tipo de influencia del metabolismo diabético en la
fisiologia de la reproduccion, se recogieron datos de nuevos
estudios con hembras de menos de 10 semanas de edad, es
decir, antes de que comenzara la diabetes. Por tanto, la au-
sencia de la funcién reproductiva normal observada en estas
hembras IRS-27- no podia ser causa directa de las complica-
ciones de la diabetes.

En apareamientos controlados, disefiados para determinar
el grado de fertilidad, sélo el 10% de hembras IRS-2" cru-
zadas con machos control se prefiaron y este porcentaje se
redujo al 0% cuando las hembras IRS-27- se cruzaron con
machos IRS-27%8. Aunque los machos IRS-2" tienen una
reducida fertilidad, resultan ser reproductores adecuados si
se emplean antes de que se inicie la diabetes. También su-
pervisamos estos cruces para detectar la presencia de tapo-
nes vaginales como indicador de la copulacién y como evi-
dencia indirecta de lordosis. En las hembras knockout para
IRS-2 casi nunca se evidenciaron tapones a lo largo de este
estudio®®. Muchas hembras IRS-2" (71%) carecian de ciclo
menstrual, permaneciendo constantemente en fase diestral.
Ademads, las concentraciones en suero de LH, estrégenos,
progesterona y testosterona estin mermadas en las hembras
knockout para IRS-2%. Normalmente, si se previenen las se-
fiales de retroaccién hacia el eje hipotaldmico-hipdfisis-pi-
tuitario, como en el caso de la ovarectomizacion o de la dis-
funcién en el ovario, los valores de LH se elevarian debido
a la pérdida de la supresion de hormona liberadora de LH
(LHRH) por las hormonas esteroideas®. Sin embargo, los

bajos valores de LH medidos en las hembras IRS-2" sugie-
ren que esta estimulacion reciproca de LH no ocurre en los
animales deficientes en IRS-2, apuntando a que otros defec-
tos adicionales en el eje reproductivo estdn participando del
fallo de los ovarios de estos animales.

El andlisis del fallo en la reproduccién de estos animales
revel6 que los ovarios de las ratonas IRS-2-/- son pequeiios,
conteniendo muy pocos foliculos superficiales y mostrando
un engrosamiento de la funica cortex®®. Adicionalmente, el
examen histoldogico de secciones de hembras IRS-2-/- a 6, 8
y 12 semanas de edad reveld caracteristicas tipicas de ano-
vulacion como el engrosamiento del estroma del ovario y la
ausencia de corpora lutea. Ademds, los ovarios adultos con-
tenian un reducido niimero de foliculos primarios con pocos
foliculos en crecimiento que alcanzaban la fase antral del
desarrollo. La cuantificaciéon de oocitos primarios de em-
briones en el dia 18 demostré un menor nimero de estas cé-
lulas en ovarios IRS-2-/- en comparacién con los controles,
indicando que la carencia de IRS-2 inhibe la proliferacion
y/o aumenta la apoptosis en esta poblacién celular durante
el desarrollo del ovario. Con ello, estas observaciones de-
muestran que la delecién de IRS-2 tiene profundas conse-
cuencias en la fertilidad de las hembras y sugiere que esta
molécula puede estar regulando rutas fisiologicas requeridas
para la reproduccion del ratén (tabla 1).

LAS RUTAS DE IRS-2 REGULAN LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA

Diversos resultados sugieren que en mamiferos la insuli-
na actda centralmente regulando el apetito. Por ejemplo, la
insulina inyectada directamente en la regiéon hipotalamica
del cerebro suprime el apetito'>#*, El andlisis de la inges-
tién de comida en animales IRS-2" demostré que consumen
un 30% mas de comida que los animales control*®. Ademds,
este aumento en el consumo de comida se reflejé en anor-
malidades del almacenaje de combustible metabdlico. Los
ratones IRS-2-/- pesaban sélo un poco mds pero almacena-
ban el doble de grasa que los animal control de la misma
edad. Los valores circulantes de leptina eran mds de cinco
veces superiores en hembras IRS-27 de 8 semanas de edad,
como cabria esperar a su aumento en la grasa corporal.
Ademas, las concentraciones de leptina eran 2,5 veces supe-
riores a las 4 semanas de edad, antes de que comenzara a
manifestarse la anormal tolerancia a glucosa. Los elevados
valores de leptina junto con la constante hiperfagia constitu-
yen algunas de las posibles explicaciones para la disregula-
cién de la homeostasis energética en las hembras IRS-2-/-.
La resistencia hipotaldmica a leptina debido a mutaciones
en el receptor de leptina (ratones db/db) estd asociada a hi-
perfagia, aumento de peso e infertilidad en las hembras''.
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Nuestros resultados sugieren que las rutas de sefializacion
mediadas por IRS-2, quizés en el eje hipotaldmico, estdn in-
volucradas de manera critica en la regulacién del combusti-
ble metabdlico asi como en la fertilidad®. La leptina se ha
descrito como activadora de algunos componentes de la ruta
de sefiales de la insulina, incluyendo IRS-1 e IRS-2°*2 lo
que sugiere la existencia de algunas interacciones funciona-
les entre estas dos hormonas. La resistencia periférica a in-
sulina en los knockout para IRS-2 estd muy probablemente
acompafiada por una pérdida de la sensibilidad a la insulina
en regiones criticas del cerebro. Por tanto, estas observacio-
nes implican que la resistencia hipotalamica a la leptina estd
asociada a la resistencia de la insulina tanto periférica como
anivel del SNC.

LA SENALIZACION DE LA INSULINA: UN
MECANISMO CONSERVADO EVOLUTIVAMENTE
QUE COORDINA EL METABOLISMO

Y LA REPRODUCCION

En el nematodo Caenorhabditis elegans, un sistema neu-
rosecretor regula si el animal entrara en el ciclo reproducti-
vo de la vida o si se va a parar en el desarrollo en un estadio
de latencia®. Cuando la comida es limitada, los animales j6-
venes se aletargan en lugar de desarrollarse al estado adul-
to®*%. El gen daf-2 es esencial en la regulacién de este pro-
ceso de sefializaciéon endocrina y codifica una proteina
homologa al receptor de insulina/IGF-1°?7. De modo andlo-
go a la sefializacion de la insulina en mamiferos, la accion
de DAF-2 requiere del gen age-I el cual codifica para la
PI3K®. La ruta de daf-2 controla tanto el desarrollo repro-
ductivo como la senescencia natural®. El desarrollo de mu-
tantes en daf-2 se bloquea en el estado de letargo de la larva
y demuestran un aumento de la longevidad®*?71%_ E] blo-
queo de letargo coincide con grandes cambios metabdlicos.
La sefializaciéon de DAF-2 permite el crecimiento reproduc-
tivo fuera del letargo, lo que estd asociado al empleo de la
comida para el crecimiento celular y pequefios almacenes
de grasa’*?671% En cambio, el metabolismo de los mutan-
tes daf-2 cambia de direccién y es dirigido a la produccién
de grasa y glucégeno en las células intestinales®”’. Estos
mutantes entran en latencia y quedan bloqueados en el desa-
rrollo. Por tanto, las sefiales que emergen de DAF-2 regulan
el metabolismo, el crecimiento, el desarrollo reproductivo y
la longevidad de este invertebrado. La homologia estructu-
ral y funcional de DAF-2 con el receptor de insulina de ma-
miferos nos proporciona el fundamento para considerarlo
un mecanismo que integra seflales metabdlicas con la regu-
lacién neuroendocrina de la reproduccién y, quizd, con el
envejecimiento. El aumento de la longevidad asociado con
el descenso de la sefalizacién por DAF-2 es andlogo al au-
mento de la longevidad en mamiferos asociado con la res-
triccién calGrica®>:100:101,

La conservacion evolutiva del sistema de sefializacion de
la insulina y su papel en la coordinacién de multiples siste-
mas estd adicionalmente ilustrado por descubrimientos re-
cientes del gen chico en Drosophila, el gen homélogo de
los IRS-1-4 de vertebrados, el cual sirve de sustrato del re-
ceptor de insulina de Drosophila y ejerce una funcién pri-
mordial en el control del crecimiento celular, la reproduc-
cién y el metabolismo'®. Los animales mutantes en chico
son la mitad de tamafio que los animales control debido a
una reduccién en el nimero y en el tamafio celulares. Curio-
samente, chico también regula el metabolismo. A pesar del
reducido tamafio de los mutantes en chico, éstos evidencian
dos veces mds en contenido lipidico que los animales con-
trol'”2. Ademds, las hembras mutantes en chico son estéri-
les, lo que sugiere que incluso las moscas poseen un meca-
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TABLA 1. Resumen de las caracteristicas fenotipicas
resultantes de la delecion de IRS-2

Metabolismo
Intolerancia a glucosa (suave en las hembras)
Hiperinsulinemia (suave en las hembras)
Reduccién en la masa de células B
Resistencia periférica a insulina
Hiperfagia
Aumento de la grasa corporal
Altos valores de leptina
Reproduccion
Infertilidad en las hembras
Ciclos estrales desregulados
Pequefios ovarios anovulados
Bajos valores de hormona luteinizante y hormonas esteroideas

nismo para coordinar el metabolismo y la reproduccién!®?,
Con todo ello, tanto en C. elegans como en Drosophila,
los homoélogos del sistema de sefializaciones insulina/IGF-
I/IRS estan implicados no solamente en el mantenimiento de
la homeostasis del combustible metabdlico sino también en
la regulacién de la reproduccion. De acuerdo con estos des-
cubrimientos en el gusano y en la mosca, nuestras observa-
ciones en el modelo de ratones knockout para IRS-2 sugieren
que esta ruta de sefializacién por insulina representa un me-
canismo conservado evolutivamente para la regulacién de la
reproduccion y de la homeostasis energética (fig. 2).
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