UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS
“PROFA. OMAIRA FIGUEROA”
SEDE ARAGUA

COMPARACION DEL EFECTO MITOGENICO EN Escherichia coli DE LA
INSULINA MODIFICADA LISPRO Y LA HORMONA DE SECUENCIA
REGULAR HUMULIN

Trabajo de Investigacion presentado como
requisito para ascender a la categoria de Prof.
Asistente por:

Prof. Gil Torres Alexander J.
Tutora:
Profa. Triana Juana L.

Morita Il, Enero de 2015



Comparacion del efecto mitogéenico en Escherichia coli de la insulina

modificada Lispro y la hormona de secuencia regular Humulin

RESUMEN

En este trabajo se analiz6 la capacidad mitogénica de la insulina modificada Lispro
(Humalog) sobre la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli en forma comparativa con la
insulina de secuencia regular (Humulin). Los cultivos se realizaron en medio Luria Bertani
(LB) con diversas concentraciones de las insulinas comerciales (0,1-2,0 Ul/mL) y glucosa
(1-5 mM). EI crecimiento celular se siguid por Asoo 0 contaje de células. Ambas insulinas,
entre 0,1y 1 Ul/mL, estimularon el crecimiento con diferentes intensidades, observandose
el méximo efecto a 0,5 Ul/mL: 60 % Humulin y 51% Humalog en las fases logaritmica
temprana y prelogaritmica respectivamente, ademas, Humalog tuvo 1,6 veces mayor
velocidad inicial de proliferacion, que indica una accién mas rapida y mayor capacidad
mitogénica. La glucosa inhibio la proliferacion bacteriana en LB (25-35 % para 1y 2 mM,
40 % para 5 mM en la fases prelogaritmica o logaritmica temprana), que sugiere un
mecanismo de represion catabolica por accion del carbohidrato. Este efecto fue revertido
por Humulin de manera dependiente de la glucosa (maximo estimulatorio entre 70-90%
sobre el control), con Humalog la inhibicion dejoé de tener efecto solo con la mayor
concentracion de glucosa (estimulacién de 30 % después de la etapa logaritmica media).
Las hormonas parecen favorecer la accion de la glucosa en las células bacterianas, y la
principal diferencia posiblemente radique en su capacidad para actuar sobre la
reorganizacion del flujo metabdlico central o entre la actividad gluconeogénica y
glucolitica. Humalog parece tener mayor potencia para actuar sobre una via metabolica y
esto originaria mayor dificultad para la reorganizacion del flujo metabdlico hacia otra ruta
de sefalizacidn. Los resultados sugieren que microorganismos responsables de
enfermedades infecciosas en pacientes con DM podrian ser estimulados a crecer por los
tratamientos hormonales, incluyendo Humalog.
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INTRODUCCION

La insulina de mamiferos es una hormona peptidica formada por dos cadenas (A y
B), secretada por las células B de los islotes de Langerhans del péancreas y regula la
expresion de una gran cantidad de genes relacionados con los procesos de transporte e
incorporacion de glucosa a las células, glucogénesis, glucdlisis, lipogénesis, y los
involucrados en el control del crecimiento y diferenciacion celular (Kim y Novak, 2007;
Choi y Kim, 2010; Low vy cols., 2013). Una deficiencia en la produccion o secrecion de
insulina, y/o la baja sensibilidad de las células blanco a la accion de la hormona producen la
enfermedad conocida como Diabetes Mellitus (DM). La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) y
la tipo 2 (DM2) son las més prevalentes, e independientemente del tipo de enfermedad, la
caracteristica principal es la hiperglicemia sanguinea (ADA, 2009; Bi y cols., 2012; OMS
2013; Brunetti y cols., 2014). La patologia a largo plazo origina el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, respiratorias, infecciones generalizadas (pie diabético),
dafos renales, cerebrales y oculares (Ipriani y Quintanilla, 2010; Olokoba y cols., 2012;
Pedro-Boet y Nufiez-Cortés, 2014). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
estima que para el afio 2030 esta enfermedad se convierta en la séptima causa de muerte a
nivel mundial. En la actualidad, se reconoce a la DM como una de las enfermedades
crénicas no transmisibles mas comunes en la sociedad contemporanea, responsable de ser
una de las cinco primeras causas de muerte en la mayoria de los paises desarrollados. En
Venezuela también esta tipificada como la quinta causa de muerte (MSDS, 2011;

Bonvecchio y cols., 2011).

Los tratamientos aplicados en la DM (diversos farmacos e insulina humana obtenida
por ADN recombinante) tienen como objetivo final tratar de compensar la deficiencia de
insulina o de su accion. Para alcanzar ese objetivo es necesario conocer los mecanismos de
regulacion genética de la hormona, que hasta los momentos no han sido del todo aclarados.
En este sentido, se han empleado diversos sistemas celulares humanos y de ratones, aunque
siempre han tenido la desventaja de su dificil obtencion, manipulacién y mantenimiento
(Rakatzi y cols., 2003; Martinez, 2011). Algunos estudios sobre la variacion hormonal en

la cadena evolutiva determinaron que ciertos microorganismos, como los hongos y



bacterias, respondian a la insulina humana de manera similar a como lo hacen las células de
mamiferos. Dicha capacidad parece tener relacion con la variacion a través del tiempo de
sustancias antecesoras y parecidas estructuralmente a la insulina detectadas en diferentes
hongos y bacterias, ademas de poseer la misma funcionalidad que la hormona humana (Le
Roith y cols., 1981; Berdicevsky y Mirsky, 1994; Ferreira 'y Lopez, 2004). Estos resultados
convirtieron a los microorganismos que responden a la insulina como sistemas celulares
ideales para estudiar sus efectos moleculares. Las ventajas estarian representadas por su
facil obtencion y manipulacion. Se ha demostrado que diversos hongos y bacterias en
presencia de la hormona aumentan el crecimiento celular, la incorporacion de glucosa y
formacion de glucdgeno, la actividad de enzimas de la via de la glucolisis, variacion en
productos de excrecion y la resistencia a farmacos (Muller y cols., 1998; Ploktin y Viselle,
2000; Camargo y Bastidas, 2002; Reggio y cols., 2002; Guaderrama y Cabrera 2005;
Tuntunji y Vera, 2005; Figuera y Garcia, 2007; Gamez y Gonzalez, 2008; Hernandez y
cols., 2008; Triana y cols., 2008; Anzola y Bello, 2011; Haskur y Makal, 2011; Gonzalez y
cols., 2011; Triana y cols., 2011; Sarco-Lira, 2012).

Uno de los aspectos importantes del estudio del efecto de la insulina en
microorganismos es la resistencia que la hormona le confiere a ciertos antimicoticos y
antibioticos y la posible relacion de este hecho con la severidad y resistencia de las
infecciones en pacientes diabéticos (Tuntunji y Vera, 2005); Gamez y Gonzalez, 2008;
Triana y cols., 2008; Haskur y Makal, 2011). Los individuos que padecen la patologia
pueden tener estados de hiperinsulinemia originados por los tratamientos con insulina y
farmacos que aumentan su produccién o por la hormona enddgena, principalmente en los
inicios de la DM2, donde hay un aumento en la produccion de insulina como una forma de
compensar la resistencia de las células blanco a su accién (ADA, 2009; OMS 2013). Esta
condicién sobre el descontrol hormonal y los cuadros de hiperinsulinemia que padecen los
pacientes diabéticos podrian causar un efecto directo en la proliferacion de
microorganismos Y resistencia a farmacos, aumentando asi la severidad de las infecciones.
Las diversas investigaciones no han mostrado hasta los momentos resultados definitivos

sobre dicha relacion.



Otro aspecto importante del uso de microorganismos para estudiar los efectos de la
insulina humana es el relacionado con las diversas presentaciones comerciales de la
hormona usadas en los tratamientos. En el mercado se encuentra la insulina regular que
tiene la secuencia humana exacta, pero tiene el inconveniente de formar hexameros, lo que
resulta en una absorcion lenta por los tejidos, y ademas, debe convertirse a mondémeros para
ser activa en el enlace con el receptor (Baker y cols., 1988; Adnan, 2007; Séez y cols.,
2008). Por esa razon, se han disefiado una cantidad de insulinas andlogas o modificadas en
la regién carboxi-terminal de la cadena B con variacion de su farmacocinética, que tienen la
caracteristica de no formar agregados, aumentando de esta forma su absorcion, sobre todo
después de las comidas donde hay un aumento de la glicemia circulante. Una de estas
insulinas de accion rapida ampliamente utilizada en la DM es la Lispro (Humalog) (Baker y
cols., 1988; Clausen y cols., 2002; Luddeke, 2007; Nathan y cols., 2009; ADA, 2011;
Licea, 2014; Adnan, 2014).

La insulina Lispro posee un cambio de secuencia en dos aminoacidos (Pro(/28) por
Lys y Lys(529) por Pro) y las indicaciones dicen que su potencia es equivalente con base
molar a la insulina regular humana (Humulin-Cristalina), pero hay reportes donde su uso
continuo ha originado una gran cantidad de patologias que parecen relacionadas con las
modificaciones: la  resistencia a la hormona como consecuencia de reacciones
inmunoldgicas (Fineberg y cols., 2003), la lipoatrofia (Griffin y cols., 2001) y vitiligo, una
enfermedad asociada con el hiperinsulinismo y caracterizada por la despigmentacion de la
piel (Burge y Carey, 2004). lgualmente, otras investigaciones han analizado la potencia
metabolica y mitogénica de los diferentes andlogos de insulina, y los resultados muestran
un aumento de la afinidad por el receptor de la hormona y por el receptor del factor de
crecimiento 1 (IGF-1), que se correlaciona con un estimulo de la actividad mitogénica de
estas insulinas (Hansen y cols., 1996; Kristensen y cols., 1997; Slieker y cols., 1997;
Brange y Velund, 1999; Rakatzi y cols., 2003). Por otra parte, también se ha establecido
una posible asociacion entre la DM2, el uso de insulinas analogas y el incremento en la
incidencia de varios tipos de canceres (colon, endometrial y de mama), indicando que una
simple sustitucion en la secuencia de aminoacidos de la molécula de insulina puede tener

implicaciones importantes Hansen y cols., 1996; Kristensen y cols., 1997; Slieker y cols.,



1997; Brange y Vglund, 1999; Xu y cols., 2014). Un estudio en células leucémicas
humanas U937, demostrd que Lispro parece tener sinergia con factores séricos para inducir
la proliferacion y supervivencia de células malignas (Martinez, 2011). Sin embargo, hasta
los momentos no hay datos suficientes para establecer alguna contraindicacion del uso de

las insulinas analogas.

Los sistemas microbianos serian ideales para estudiar con detalle las diferencias de los
efectos de las insulinas comerciales y obtener conclusiones sobre su repercusion en las
células de mamiferos, y en ultima instancia, en los tratamientos aplicados a los pacientes
diabéticos con dichas hormonas, permitiendo establecer posibles mecanismos correctivos.
Por otra parte, usando microorganismos también se observaria el efecto de las diferentes
insulinas sobre la resistencia a farmacos antimicrobianos, y se podrian establecer posibles
relaciones entre la severidad de las infecciones en los pacientes diabéticos y los
tratamientos aplicados con las distintas insulinas. En este sentido, recientemente se reporto
que el parésito Echinococcus multilocularis estimulaba su crecimiento con la insulina del
hospedador y la identificacion del receptor permitié obtener anticuerpos anti-receptor que

inhibieron el efecto del crecimiento del parasito (Hemer y cols., 2014).

Hasta los momentos no se ha realizado ningun estudio en sistemas bacterianos con
insulinas analogas. Un sistema ideal seria el de Escherichia coli (bacilo Gramnegativo,
familia de las Enterobacteriaceae), ya que es de facil cultivo, crece eficientemente en los
medios de uso comdn y se conoce completamente su composicion genética. Las
investigaciones realizadas con E. coli han demostrado que la insulina de secuencia regular
estimula su crecimiento, la expresién de algunos genes y la resistencia a antibiéticos
(Plotkin y Viselle, 2000; Triana y cols., 2008; Haskur y Makal, 2011; Gonzéalez y cols.,
2011).

Considerando gue no hay estudios sobre el efecto de insulinas analogas en bacterias, en
este trabajo se analizd la capacidad mitogénica de la insulina comercial Humalog de forma

comparativa con la hormona de secuencia regular en una cepa de referencia de Escherichia



coli. El estudio se realizé bajo diferentes condiciones del medio de cultivo para simular las
distintas condiciones de nutrientes que guardan relacién con las rutas especificas
intracelulares activadas por la insulina en las células de mamiferos. Los resultados
obtenidos serviran de base para futuras investigaciones sobre los mecanismos moleculares
de la actividad mitogénica entre ambas insulinas, un aspecto que es importante en los
tratamientos aplicados en la DM, y para investigaciones en cepas bacterianas aisladas de
infecciones en pacientes diabéticos y la resistencia a farmacos por efecto de las diferentes

insulinas comerciales.



METODOLOGIA

1. Cultivo celular

Todos los ensayos se realizaron con la cepa de referencia ATCC 25922 de
Escherichia coli, proveniente del Instituto Nacional de Higiene y cultivada en medio
liquido Luria-Bertani (LB). Para cada experimento se prepararon 25 mL de un preindculo
(pre-cultivo) fresco en medio LB, donde se inocularon 25 pL de una suspension de
bacterias criopreservadas que fueron crecidas hasta fase estacionaria. Este pre-cultivo se
incub6 en condiciones aerdbicas a 37 °C con agitacion constante, por un lapso aproximado
de 15 h (Gonzalez y cols., 2011).

Para garantizar la homogeneidad del nimero de células iniciales en todos los
ensayos se siguio el siguiente procedimiento: con base a la absorbancia a 600 nm  (Asoo),
determinada en un espectrofotometro Beckman (DU 650) y el nimero de células por mL
determinadas en una cdmara de Neubauer del pre-cultivo fresco, se calculd la cantidad
necesaria a tomar para inocular una fiola madre que contenia 25 ml de medio LB y obtener
una Asgo de 0,05 (~590x10° células/mL). Posteriormente, se dispensé un 1 ml de la
suspension bacteriana en tubos de ensayos estériles para realizar los distintos cultivos. Este
método garantiz6 la mayor homogeneidad en el nimero de células iniciales en el medio de

cultivo.

Para determinar el efecto de la insulina sobre el crecimiento bacteriano, se
agregaron a los tubos de ensayo previo a la inoculacion de las bacterias diferentes
cantidades de las insulinas (Humilin®) y Lispro (Humalog), marca comercial Lilly, para
obtener las concentraciones finales de: 0,1; 0,5; 1 y 2 Ul/mL (Gonzalez y cols., 2011).
Igualmente, se analiz6 el efecto sobre el crecimiento celular de diferentes cantidades de
glucosa en el medio LB a las concentraciones finales de: 1, 2, 5, y mM. Por otro lado,
también se analizo el efecto de las hormonas en presencia de las diferentes concentraciones

de glucosa. Todos los ensayos se hicieron con los respectivos controles.

Los cultivos se llevaron a cabo a 37 °C en condiciones aerdbicas y con agitacion

constante a 250 rpm y el crecimiento celular se determiné midiendo la Ay Y/0 contaje de
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células de los mismos a intervalos de 20 minutos durante los primeros 60 minutos del
ensayo, y luego cada 30 minutos hasta que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria del
crecimiento. Con los datos de Aggo, €l nimero de células y el tiempo, se construyeron las

curvas de crecimiento para realizar los respectivos anlisis.

2. Anélisis de datos

Los datos que se obtuvieron de los ensayos fueron organizados y expresados en
valores absolutos, utilizdndose la media aritmética para obtener los valores promedios del
efecto de las insulinas de cada ensayo. Con los datos obtenidos se estimaron las diferencias
absolutas y porcentuales de Agoo entre los cultivos en presencia de los dos tipos de insulina,
de glucosa y de los controles, durante diferentes tiempos del crecimiento bacteriano. El
disefio de todas las gréaficas se llevo a cabo mediante la utilizacion del programa EXCEL de
Microsoft (version 2010).

Para verificar las diferencias significativas en la capacidad mitogénica de las
insulinas en las diferentes condiciones de crecimiento, se realizo el anlisis de varianza
(ANAVAR) y se utilizo la prueba de multiples comparaciones contra el control de Dunnett.
Para la comparacion entre las insulina se uso la Prueba t de Student. Los analisis se hicieron

utilizando el software Statistix 8.0 para Windows.



RESULTADOS

Efecto de las insulinas humanas sobre el crecimiento de E. coli en medio liquido Luria
Bertani

Para determinar el efecto de las insulinas sobre el crecimiento de E. coli en medio
liquido LB, los cultivos se realizaron en presencia de las diferentes concentraciones de las
hormonas indicadas en la metodologia y se registré el nimero de células y/o la Asoo de los
mismos durante un lapso de 330 minutos. En la Figura 1A se muestra un ejemplo de las
curvas de crecimiento del control sin las hormonas y en presencia de 0,5 Ul/mL de las

insulinas comerciales.
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Figura 1. Efecto de las insulinas comerciales sobre el crecimiento de E. coli en medio liquido Luria
Bertani. Cultivos de E. coli ajustados a una concentracion inicial de bacterias de 0,05 Agyo/mL (596x105
células/mL) fueron incubados en ausencia (Control) y en presencia de 0,5 Ul/mL de las insulinas humanas,
bajo las condiciones que se indicaron en la Metodologia. (A) Curvas de crecimiento bacteriano del control y
con las insulinas indicadas. (B) Parte inicial de las curvas de crecimiento. Se indica la ecuacién de la recta en
cada caso, cuya pendiente [(Acélulas/mL)/min] es la velocidad inicial de crecimiento bacteriano.
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En el cultivo que contenia a Humulin, el crecimiento de la bacteria fue
apreciablemente mayor que en el control durante las diferentes fases de la curva,
alcanzando un nivel de crecimiento aproximadamente equivalente en la fase estacionaria (>
270 minutos). Con la hormona modificada Humalog, la curva de crecimiento fue semejante
a la del control y las diferencias se observaron en la fase prelogaritmica (0-60 minutos) y
logaritmica temprana (60-150 minutos). En la Figura 1B se aprecian dichas diferencias al
representar la zona inicial de las curvas de crecimiento. La velocidad inicial de
proliferacion con Humalog (10,1.10° (células/mL)/min) fue aproximadamente tres veces
superior a la del cultivo control (3,3.10° (células/mL)/min) y con la hormona de secuencia
regular fue alrededor de 2 veces superior al control (6,4.10° (células/mL)/min), a su vez,
Humalog produjo alrededor de 1,6 veces mayor velocidad inicial de proliferacion que

Humulin.

Para apreciar claramente los efectos de las hormonas, en la Figura 2A y 2B se
representan los porcentajes de crecimiento respecto al control para las diferentes
concentraciones ensayadas de las insulinas Humulin y Humalog respectivamente, y los
valores fueron registrados durante las diferentes etapas del crecimiento. Los resultados
indican un incremento en la proliferacion de E. coli por efecto de las hormonas, el cual es
dependiente de su concentracion. Los cultivos que contenian concentraciones de insulina
entre 0,1 y 1 Ul/mL, presentaron el mayor crecimiento, con el maximo en 0,5 Ul/mL para
ambas hormonas y una estimulacion respecto al control alrededor de 60 % para Humulin y
51 % para Humalog. En el caso de la hormona modificada (Figura 2B), esta estimulacion
méaxima fue observada aproximadamente entre 20 y 60 minutos del cultivo celular y
correspondi6 a la fase prelogaritmica del crecimiento bacteriano. Dicha estimulacion
disminuyo en la fase logaritmica temprana (60-150 minutos) y alcanz6 valores alrededor
del control a partir de los 150 minutos de iniciado el cultivo. Sin embargo, para Humulin
(Figura 2A) el maximo efecto estimulatorio sobre el control se observdé un poco mas
avanzado el tiempo del cultivo y correspondio a la fase logaritmica temprana (60-150
minutos). Este efecto se extendi6 por toda la fase logaritmica media (150-210 minutos) y
tardia (210-270 minutos), pero con una disminucion de la intensidad estimulatoria,

desapareciendo dicho efecto en la fase estacionaria (> 270 minutos). En presencia de 2
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UI/mL de cualquiera de las dos hormonas se obtuvo la menor estimulacion y con Humalog
el crecimiento fue igual o menor al control, lo que indica que a concentraciones altas de las

insulinas el efecto estimulatorio sobre la proliferacion celular disminuye.
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Figura 2. Efecto de las diferentes concentraciones de las insulinas comerciales sobre el crecimiento de E.
coli en medio liquido Luria Bertani. En cada caso se representa el porcentaje de crecimiento bacteriano con
las diferentes concentraciones de las insulinas comerciales (0,1-2 U/mL) respecto al control sin las hormonas
(%=[(Asooinsulina-Ascocontrol)x100]/Asococontrol). Porcentajes durante las curvas de crecimiento en presencia
de: (A) Humulin y (B) Humalog. (C) Porcentajes de maxima estimulacién con las hormonas frente al control.
(D) Promedios con la desviacion estandar de los porcentajes de méxima estimulacién con las hormonas frente
al control. Los datos corresponden a 6 ensayos independientes. Prueba de multiples comparaciones con el
control de Dunnett: **P<0,0001; *P<0,05. Prueba T: <P<0,05 para la comparaciéon entre Humulin y
Humalog a cada concentracién sobre el efecto en el crecimiento bacteriano.

En la Figura 2C se muestran los promedios de los porcentajes de las maximas
estimulaciones respecto al control obtenidos en las curvas de crecimiento bacteriano para
las diferentes concentraciones de las hormonas. La tendencia de estimulacion por las
distintas concentraciones de ambas insulinas es semejante, observandose que el intervalo de
concentracién donde las hormonas ejercen sus efectos se encuentra aproximadamente entre
de 0,1 y 1 Ul/mL. La diferencia principal fueron los valores inferiores de estimulacion
méaxima observados con Humalog respecto a Humulin para todas las concentraciones

ensayadas, y en la Figura 2D se muestra que para las concentraciones de 0,1; 1 y 2 Ul/mL
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de Humalog, los valores de estimulacién fueron significativamente inferiores a los
detectados con Humulin. Con la concentracion de maxima estimulacion de ambas insulinas
(0,5 Ul/mL), no se observaron diferencias significativas entre las dos hormonas. Por otro
lado, el maximo crecimiento bacteriano con cualquiera de las concentraciones de Humulin
fue significativamente superior respecto al control, mientras que con Humalog solo las
concentraciones de 0,1 y 0,5 Ul/mL (Figura 2D) produjeron efectos en la proliferacion

celular significativamente superiores al control.

Los resultados en general indicaron que en el medio liquido Luria Bertani hay un
incremento en la proliferacion de E. coli por efecto de las hormonas comerciales con

algunas diferencias en su accion.

Efecto de las insulinas humanas sobre el crecimiento de E. coli en medio liquido Luria

Bertani suplementado con glucosa

Se determino el efecto de las insulinas comerciales variando las condiciones de
nutrientes en el medio de cultivo. La variacion consistio en agregar diferentes cantidades
de glucosa al medio Luria Bertani hasta concentraciones de 1, 2 y 5 mM, como se indicé en
la Metodologia. En la Figura 3 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos con las
dos hormonas a la concentracion (0,5 Ul/mL) donde se observo el maximo efecto hormonal
sobre el crecimiento en el medio Luria Bertani. En primer lugar, se analizé el efecto de la
glucosa en el crecimiento bacteriano. La presencia de las diferentes concentraciones de
glucosa en el medio de cultivo no ejercieron un efecto estimulatorio en el crecimiento de
esta cepa de E.coli, en su lugar, se observaron inhibiciones respecto al control (LB), que
alcanzaron valores maximos entre 25-35 % para 1 y 2 mM de glucosa y alrededor de 40 %
para 5 mM del carbohidrato (Figura 3, graficas de Glucosa 1, 2 y 5 mM). Dicha inhibicién
ocurrié en la fase prelogaritmica o logaritmica temprana del crecimiento con tendencia a
disminuir a medida que el cultivo entr6 en la fase logaritmica media y tardia, y

comportandose semejante al control en la fase estacionaria.
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Figura 3. Efecto de las insulinas comerciales sobre el crecimiento de E. coli en diferentes
concentraciones de glucosa. En cada caso se representa el porcentaje de crecimiento bacteriano respecto al
control en medio LB. (A—F) Los cultivos se realizaron en presencia de: Glucosa (1, 2 0 5 mM); 0,5 Ul/mL
(Humulin o Humalog); 0,5 UI/mL (Humulin o Humalog + Glucosa (1, 2 05 mM).

Al afadir Humulin mas glucosa a los medios LB (Figura 3A, B y C), fue evidente
que no se detecto el efecto inhibitorio del carbohidrato en la fase temprana de crecimiento,
a excepcion del ensayo con 1 mM glucosa (Figura 3A). Con esta concentracién se produjo
una inhibicién maxima alrededor del 20 % respecto al control en la fase logaritmica
temprana (90 min), para recuperarse luego hasta una estimulacion de aproximadamente 90
% respecto al control, el efecto disminuyd a lo largo de toda la fase logaritmica, y el perfil
estimulatorio fue semejante al obtenido Unicamente con Humulin en el medio de cultivo,

pero desplazado en el tiempo de crecimiento. En la presencia de 2 y 5 mM glucosa mas
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Humulin se observé una mayor estimulacion del crecimiento en relacion a los cultivos
realizados solo en la presencia de la hormona al inicio de la fase prelogaritmica de
crecimiento (20-40 minutos) (Figura 3B y C), alcanzando més tarde (90 minutos) un

maximo semejante al que ocasiond la hormona sin glucosa.

Cuando al medio de cultivo conteniendo a Humalog se le afiadié glucosa (Figura
3D, E y F) los resultados fueron diferentes a los obtenidos con Humulin. Todas las
concentraciones del carbohidrato mas Humalog produjeron una disminucion de la
estimulacion del crecimiento en relacion a la estimulacion que ocasion6 la hormona sola en
el medio LB. Los porcentajes de proliferacion alcanzaron valores inferiores al control (LB)
en la etapa prelogaritmica y logaritmica temprana, siendo el patron de comportamiento
cercano al obtenido cuando el medio de cultivo solo contenia glucosa. Es decir, que la
presencia de glucosa disminuyd el efecto hormonal, al menos en la etapa temprana del
crecimiento. Es importante notar que a la mayor concentracion de glucosa (5 mM) y en
presencia de la hormona Humalog (Figura 3F), el crecimiento bacteriano tomo valores
superiores al control (alrededor del 30 %) en la fase logaritmica tardia (210 minutos) y
también superiores a la presencia de Gnicamente la hormona en el medio o de los cultivos
que contenian glucosa solamente. En el caso de Humulin y 5 mM glucosa parece ocurrir
todo lo contrario, se observo estimulacion respecto al control en las etapas tempranas de las
curvas de crecimiento y una inhibicion entrando a la fase logaritmica (120 minutos) para

luego alcanzar valores alrededor del control como se observa en la Figura 3C.

Los porcentajes respecto al control (medio LB) de méaxima variacion durante el
crecimiento celular de E. coli bajo todas las condiciones de nutrientes mostrados en la
Figura 3, se resumen en la Figura 4A. La glucosa en el medio LB inhibi6
significativamente el crecimiento respecto al control (LB) en cierto momento del cultivo,
alrededor de 30 % (1 y 2 mM) y 40 % (5 mM). De manera similar, en presencia de
Humalog més 1 o0 2 mM glucosa, la maxima variacion en el crecimiento respecto al control
fue significativamente negativa (~35 y 25 % inferior al control respectivamente), e
igualmente, fueron significativamente inferiores respecto a los ensayos en presencia de la

hormona sin glucosa.
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Figura 4. Efectos maximos de las insulinas comerciales sobre el crecimiento de E. coli y sobre la
velocidad inicial de proliferacién en las diferentes concentraciones de glucosa. (A) Porcentaje de maxima
variacion del crecimiento bacteriano respecto al control en medio LB. (B) Velocidad inicial de crecimiento de
E. coli. Se representa la velocidad de proliferacion bacteriana (AAgp/min) en la etapa prelogaritmica de la
curva de crecimiento. (A) y (B) Se usaron 0,5 UI/mL de las hormonas. G: glucosa. Se indican las diferentes
condiciones de los cultivos. Los datos corresponden al promedio de cuatro ensayos independientes con la
desviacién estandar. Prueba de maultiples comparaciones con el control de Dunnett: **P<0,0001y *P<0,05
respecto al control. *P<0,05; <P<0,05 y “P<0,0001 respecto a los ensayos con Humulin. “P<0,0001;
4P<0,05y *P<0,0001 respecto a los ensayos con Humalog.

En presencia de Humulin, Humulin mas las diferentes concentraciones de glucosa,
Humalog y Humalog mas 5 mM glucosa los cultivos tuvieron como méaxima variacion
respecto al control un efecto estimulatorio significativo. Por otro lado, también se observa
en la Figura 4A que hubo diferencias significativas para la maxima estimulacion en el

crecimiento entre los ensayos con Humulin y Humulin mas las diferentes cantidades de
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glucosa. Los resultados muestran claramente la diferencia entre ambas hormonas en cuanto

al maximo efecto producido cuando esta presente la glucosa.

Los efectos que las hormonas causaron en el momento inicial del crecimiento
bacteriano bajo las diversas condiciones de nutrientes, pueden ser importantes para
establecer posibles diferencias de accion. En ese sentido, se determinaron las velocidades
iniciales de crecimiento celular en la etapa prelogaritmica (Figura 4B). Los ensayos que
contenian Humulin méas glucosa en las concentraciones de 2 y 5 mM tuvieron una
velocidad de crecimiento significativamente superior (24 y 29,7 x10™ A Ag/min,
respectivamente) a los cultivos que solo contenian a la hormona (18 x10™ A Agge/min). Lo
contrario se observé con la concentracion de 1 mM del carbohidrato (7 A Ase/min). En los
cultivos con Humalog mas glucosa, la velocidad inicial fue significativamente inferior a
los cultivos en presencia de la hormona sin el carbohidrato. Los resultados indican que las

hormonas acttan con diferencias en cuanto el efecto inicial sobre la proliferacion celular.
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DISCUSION

En otras investigaciones se ha analizado el efecto de la insulina de secuencia regular
en E coli (Ploktin y Viselle, 2000; Triana y cols., 2008) y los resultados son semejantes a
los encontrados en este trabajo en cuanto a la méaxima estimulacion en el crecimiento
celular. Sin embargo, no hay reportes del efecto de hormonas modificadas utilizadas en los
tratamientos de la Diabetes mellitus, como es el caso de Humalog. En este trabajo se
demostrd que la insulina con el cambio de prolina por lisina en la posicion 28, y de lisina
por prolina en la posion 29 de la cadena beta, es capaz de estimular el crecimiento
bacteriano en el medio LB de manera similar a como lo hace la hormona de secuencia
regular y en cierto intervalo de concentracion (alrededor de 0,5 Ul/mL). La principal
diferencia observada en este medio fue el tiempo de accion de ambas hormonas (Figura 2A
y B). La insulina de secuencia regular tuvo su maximo efecto estimulatorio en el
crecimiento bacteriano en la fase logaritmica temprana y este efecto continué con menor
intensidad a lo largo de toda la fase logaritmica. La insulina Humalog tuvo su maxima
accion en la etapa prelogaritmica del crecimiento y el efecto desaparecié en la fase
logaritmica temprana, es decir, su accion fue mas rapida que la insulina de secuencia
regular, ademéas de aumentar la velocidad de proliferacion inicial en relaciéon a Humulin
(Figura 1B). Aun con las diferencias, esto indica que la accion estimulante sobre el
crecimiento celular de ambas hormonas es prolongada y persiste por varias generaciones,
bien sea directamente o a través de un mecanismo que es activado al principio y luego
persiste durante todo el crecimiento. Esta forma de accién de las hormonas sobre el
crecimiento bacteriano posiblemente guarde relacion con la manera en que las insulinas
actGan en las células eucariotas para la incorporacién de glucosa. Las hormonas
modificadas no permiten la formacion de agregados insulinicos y su interaccion con el

receptor y accion es mas rapida (Licea, 2014; Adnan, 2014).

De los resultados también se deduce que Humalog en relacion a Humulin, tiene
mayor caracter mitogénico sobre las células bacterianas, debido a su accién mas rapida.
Con un suministro continuo de nutrientes y de hormonas, habra en un tiempo dado en el

medio un mayor numero de células con Humalog. Esta caracteristica es similar a los
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reportes en eucariotas superiores sobre la potencia metabdlica y mitogenica de los
diferentes analogos de insulina, y relacionada con su aumento de afinidad por el receptor
de la hormona y por el receptor del factor de crecimiento 1 (IGF-1) (Hansen y cols., 1996;
Kristensen y cols., 1997; Slieker y cols., 1997; Brange y Vglund, 1999; Rakatzi y cols.,
2003), asi como la incidencia de varios tipos de canceres (colon, endometrial y de mama),
(Hansen y cols., 1996; Kristensen y cols., 1997; Slieker y cols., 1997; Brange y Vglund,
1999; Xu y cols., 2014). Hasta los momentos no se han reportado receptores hormonales en
bacterias, sin embargo, en la levadura S. cerevisiae se encontr6 un complejo proteico de
membrana que es sensible a la insulina humana y actia de manera similar al de eucariotes
superiores e interviene en el metabolismo de carbohidratos (Muller y cols., 1998). Por
analogia, en bacterias como E. coli que responden a la insulina deberia existir algun
componente a nivel de membrana donde la hormona ejerza su interaccion y se activen
sefiales intracelulares. EI hecho de observarse una disminucion de la estimulacion o de
inhibicion respecto al control al aumentar la cantidad de insulina en el medio (1 y 2 Ul/mL)
(Figura 2) indica la posibilidad de sobresaturacién de receptores con la consecuente
inhibicion de la sefial. Este efecto es mas notorio con Humalog, lo cual se explicaria por su
mayor facilidad de interaccion con dichos receptores. Igualmente, el fendmeno de efecto
estacionario de estimulacion a dosis mayores, en este caso alrededor de 0,5 Ul/mL, es
similar al observado para las curvas de cinética enzimatica, donde se alcanza una velocidad
méaxima correspondiente al punto de saturacion de la enzima por su sustrato. Se podria
inferir entonces que la célula de E. coli posee receptores para la hormona con un nivel de
saturacién correspondiente a una concentracion de insulina aplicada al medio. Sin embargo,

esta es una hipétesis por comprobar.

El hecho de que la sefial de las insulinas persista en el tiempo y de que tenga una
caracteristica de pulsos estimulatorios (Figura 2A y B), podria indicar algun tipo de efecto
secundario, ademas del efecto directo que se observa en la estimulacion inicial al entrar en
contacto las hormonas con las células bacterianas. Estos mecanismos secundarios podrian
relacionarse con la estimulacion hormonal para la secrecién de factores de crecimiento
propios de la bacteria al medio circundante, los cuales pueden servir como sefial a otras

células para comenzar y estimular su divisién celular. Los pulsos de sefiales han sido
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descritos en hongos como el Dictyostelium discoideum (Konijn ycols., 1967; Barkley,
1969; Wang M., 1988). Este microorganismo tiene receptores extracelulares para AMPc, y
en condiciones adversas expulsa al medio, a través de mecanismo de pulsos, grandes
cantidades de este metabolito como sefial para otras células. Esto conduce al control del
ciclo celular, la aglomeracion y formacién de micelio como mecanismo defensivo. En este
sentido, también se han descrito en diversas bacterias y hongos procesos de sefializacion
intercelular, a través de moléculas sefial propias llamadas autoinductores, existiendo
diversos mecanismos. Estos procesos incluyen la produccion, sintesis y subsiguiente
deteccion de las moléculas sefial que le permite a una poblacién de microorganismos
regular la expresion genética colectiva y, por lo tanto, controlar la conducta del cultivo
entero ante cualquier estimulo en el medio. Ahmer, 2004; Henke y Bassler, 2004). Sin
embargo, no ha sido reportado un sistema especifico de comunicacion para la bacteria E.
coli, (Henke y Bassler, 2004). El Gnico hallazgo que relaciona la hormona insulina con la
bacteria E. coli es el de una proteasa que presenta homologia estructural con la Enzima
Degradante de Insulina humana (EDI) abundante en el espacio periplasmico (Swamy vy
Goldberg, 1982; Affholter y cols., 1988; Fricke y Aurich, 1989). La existencia de esta
enzima en E. coli permite inferir la posibilidad de que alguno de sus sustratos presente a su
vez homologia con la insulina. Su localizacion periplasmica seria conveniente para procesar

péptidos, posibles moléculas sefializadoras, del medio ambiente.

Otro aspecto importante a considerar seria el modo de accion intracelular de las
insulinas en E. coli usando el medio de cultivo LB. Este medio contiene bacto-triptona y
extracto de levadura. Por lo tanto, la disponibilidad de biomoléculas en este medio se
reduce a péptidos, aminoacidos, nucleodtidos y bases nitrogenadas principalmente. La
cantidad de carbohidratos simples como la glucosa es de trazas o estan ausentes por
completo. Cuando la bacteria es cultivada en este medio, las principales biomoléculas para
ser usadas en los procesos catabdlicos y generar energia intracelular deben ser los
aminodacidos del medio, y esto eleva la concentracion de AMPc, que a su vez provoca que
los procesos catabolicos no se inhiban. De los componentes principales del medio LB, los
aminodcidos son la mejor fuente de energia disponible, ya que degradar bases nitrogenadas

para tal efecto, seria muy ineficiente por el trabajo quimico que hay que efectuar en su
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degradacion. Por lo tanto, el uso de los esqueletos carbonados de los aminoacidos seria la
alternativa méas viable. Al agregar insulina al medio, esta podria activar, por ejemplo, el
transporte de aminoécidos en la membrana celular y ello explicaria la estimulacién de la
division celular por las hormonas. De acuerdo a esta idea, las insulinas podrian estar
activando los operones de los transportadores de aminoacidos. En mamiferos es bien
conocido que la insulina activa la incorporacion de aminoéacidos al interior celular para

entrar en los procesos de produccién energética (Kimy cols., 2013).

A parte de la incorporacion de aminoécidos, una de las acciones més importantes de
la insulina es facilitar la entrada de glucosa a la célula e intervenir en los procesos
metabdlicos que permiten su almacenamiento y su uso como fuente de energia (Kim vy
Novak, 2007; Choi y Kim, 2010; Low y cols., 2013). Cuando se agregdé glucosa en
cantidades variables al medio de cultivo LB, el carbohidrato no estimulo el crecimiento de
E. coli bajo las condiciones ensayadas (Figura 3), en su lugar, se observo inhibicion
respecto al control (medio LB), y esta inhibicion dejo de tener efecto a medida que el
cultivo entré en la fase logaritmica de crecimiento, aunque nunca la proliferacion celular
en presencia de glucosa llegé a superar al control. Es bien conocido que la glucosa es mejor
fuente energética que los aminoacidos. Sin embargo, hay que considerar las condiciones en
que se llevaron a cabo los experimentos. Los cultivos se iniciaron usando un pre-indculo
crecido en medio LB. Por lo tanto, las bacterias debian tener activas todas las vias
metabolicas para utilizar los insumos que este medio les ofrece: aminoacidos y bases
nitrogenadas principalmente. Lo méas probable es que al afiadir glucosa al medio LB debi6
ocurrir una represion catabdlica y disminucion de los niveles de AMPc, provocando que
muchos operones inducibles para procesar los insumos del medio LB dejaran de ser
transcritos, un mecanismo que ya se ha descrito en E. coli (Stulke y Hillen, 1999; Kotte y
cols., 2014). Este efecto puede explicar la inhibicién inicial del crecimiento en presencia
del carbohidrato. Al mismo tiempo debieron activarse las vias para metabolizar a la
glucosa, y esto corresponderia con la recuperaciéon y estimulacion del crecimiento para
alcanzar finalmente al control en medio LB. A nivel molecular, esta adaptacion requiere
una importante reorganizacion del flujo metabdlico central del carbono, con la represion de

genes gluconeogénicos y la induccion de genes glicoliticos, como ya se ha reportado en E.
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coli (Kao y cols., 2005), especialmente los que participan en las reacciones de la
gluconeogénesis (pckA, maeb, sfcA), y la ruta de Embden-Meyerhoff (Keseler y cols.,
2009).

El resultado obtenido en este trabajo, en relacién al efecto inhibitorio momentaneo
sobre el crecimiento celular al afadir glucosa al medio LB no es extrafio, pues desde los
primeros estudios de la fisiologia bacteriana, la inoculacion de una poblacién bacteriana en
un nuevo medio ha sido conocida por resultar en un periodo donde no hay proliferacion
aparente antes del crecimiento en la nueva fuente de nutrientes (Monod, 1949). Esta fase
latente se atribuye clasicamente a la duracion del requisito de la adaptacion bioquimica en
las células individuales, que se cree cambian homogéneamente en respuesta al nuevo
sustrato. Sin embargo, las ultimas investigaciones plantean que el tiempo de retraso
aparente con el cambio de nutrientes es causado por el crecimiento exclusivo inicial de una
pequefia subpoblacién fenotipica que se adapta rapidamente al cambio y el resto entra en un

estado latente hasta que las condiciones vuelvan a ser las originales (Kotte y cols., 2014).

Al adicionar diferentes cantidades de glucosa e insulina Humulin al medio LB
(Figura 3A—C), no se detectd la respuesta inhibitoria caracteristica sobre el crecimiento
que ocasiond la presencia de glucosa solamente, en su lugar, se detectdé una estimulacion
que alcanzo valores maximos semejantes a los cultivos en presencia de la insulina sin el
carbohidrato (Figuras 3 y 4A). Esto indica que la insulina de secuencia regular mas glucosa
estd provocando una respuesta celular diferente a la obtenida solo en presencia del
carbohidrato. Al examinar las graficas del porcentaje de estimulacion del crecimiento
respecto al control (medio LB), se observa que con Humulin en presencia de la menor
concentracion de glucosa (1 mM) (Figura 3A), los porcentajes fueron inferiores al control
en la etapa prelogaritmica del crecimiento y con un comportamiento semejante a cuando
solo se encontraba glucosa en el medio, por lo tanto, se deduce que frente a dos sefiales
contradictorias, por una parte la insulina activando operones del metabolismo de
aminodcidos, y por la otra la glucosa activando genes del metabolismo glucolitico, ocurre la
represion catabdlica al inicio del cultivo disminuyendo la sefial de la insulina. Pero, al

entrar el cultivo en la fase logaritmica de crecimiento se observd un pulso estimulatorio
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sobre el control semejante al detectado en la presencia solo de Humulin y la estimulacion se
mantuvo hasta el final con menor intensidad. Dicha estimulacion no puede ser atribuida a la
sefial de la glucosa de manera independiente, es decir, que las sefiales contradictorias al
principio se hayan resuelto a favor de la accion del carbohidrato y hayan dejado sin efecto
la accion de la insulina en el medio LB, puesto que la glucosa por si misma y sin insulina
no causo estimulacion del crecimiento sobre el control. Con esta consideracion, se podrian
argumentar dos explicaciones posibles: la primera es que las sefiales contradictorias se
hayan resuelto a favor de la insulina en el metabolismo de aminoacidos para los
requerimientos energéticos y haya quedado sin efecto el uso de la glucosa, y la segunda,
que las sefiales contradictorias se haya resuelto a favor de la glucosa, pero en este caso, es
evidente que debio ser con la intervencion de la insulina, posiblemente facilitando la
activacion de operones glucoliticos y favoreciendo la incorporacion de glucosa a la célula
bacteriana, de esta manera la sefial del carbohidrato no seria independiente. La segunda
opcion parece la mas probable, puesto que al aumentar la concentracion de glucosaa 2y 5
mM (Figuras 3B y C), no se detectd represion catabdlica al principio del crecimiento
bacteriano, sino una respuesta rapida de estimulo de la proliferacion celular con un aumento
de la velocidad entre 45y 70 % respecto al estimulo inicial que ejercié solo la presencia de
Humulin en el medio (Figura 4B), es decir, que esa respuesta no puede ser atribuida a la
insulina de manera independiente, ni tampoco a la glucosa, puesto que de forma individual
en el cultivo ambos aditivos no estimularon el crecimiento respecto al control en ese

momento del crecimiento celular.

De lo anterior se deduce, que el aumento de la concentracion de glucosa en el medio
facilitaria la accion de la insulina Humulin hacia las vias glucoliticas y el paso de un
crecimiento gluconeogeénico a un crecimiento glucolitico. Esto recuerda el mecanismo en
mamiferos, donde la concentracidn extracelular de glucosa es un parametro crucial para la
accion intracelular de la insulina (Kim y cols., 2013). Esta consideracién también es
reforzada por resultados similares reportados en E. coli, donde en una situacion de cambio
de nutrientes de una via glucolitica a gluconeogénica, la concentracién del nuevo nutriente
influye en su incorporacion al interior celular y en la probabilidad de que las células

reanuden el crecimiento en esa nueva via (Kotte y cols., 2014). Sin embargo, se necesitan
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mas estudios para demostrar todos estos planteamientos deducidos de la observacion de las

curvas de crecimiento.

Para tratar de establecer los posibles mecanismos moleculares que la hormona
puede estar promoviendo en E. coli, se exploré sobre los conocimientos existentes en las
rutas metabdlicas de la bacteria. Las células pueden inferir la concentracion extracelular de
sustratos a través de un flujo metab6lico intracelular que regula la expresion de genes
(Kochanowski y cols., 2013). Uno de estos sensores de flujo es el factor transcripcional
Cra, que controla la transcripcion de una variedad de genes de la ruta gluconeogénica, la
via Embden-Meyerhoff, el ciclo del &cido citrico y la respiracion aerdébica (Shimada y cols.,
2011). La actividad de Cra es esencial para el crecimiento en condiciones gluconeogénicas
y esa actividad es inhibida por el metabolito fructuosa 1,6-bifosfato (FBP), considerado
como un sefialador del flujo metabdlico. A su vez, la cantidad de FBP es controlada por la
enzima fructuosa-1-6-bisfosfatasa (Fbp), puesto que es su sustrato, y esta enzima es
activada por fosfoenolpiruvato (PEP). Por lo tanto, el sistema Cra-FBP es considerado un
sensor de flujo y un regulador clave en el cambio glucdlisis/gluconeogenesis (Kotte y cols.,
2014).

La insulina Humulin deberia actuar sobre el sistema Cra-FBP descrito de forma
directa o indirecta. En el medio LB, la hormona podria promover la incorporacién de
aminoacidos que entran en los procesos gluconeogénicos, de esta forma aumentaria la
concentracion intracelular de PEP y se activaria Fbp, con la consiguiente disminucion de
FBP y activacién de Cra, aumentando de esta forma la sobreexpresion de las enzimas que
intervienen en las rutas gluconeogénicas, obteniéndose por esta via la energia necesaria
para la division celular. En presencia de glucosa, la hormona Humulin facilitaria su
incorporacion al interior celular, activandose la ruta glucolitica, de esta forma aumentarian
los niveles de FBP que inhiben a Cra, por consiguiente, se inhibe la ruta gluconeogénica.
Los niveles de PEP tampoco serian elevados como para activar a Cra, puesto que
aumentaria la actividad de la piruvato quinasa cuyo sustrato es PEP. En un trabajo realizado
en la levadura S. cerevisiae se demostrd que la insulina humana de secuencia regular

estimulaba la actividad de la enzima piruvato quinasa dependiente de la concentracion
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hormonal (Triana y cols., 2011), por lo tanto, también podria operar un mecanismo similar
en E. coli.

Los resultados del crecimiento celular con Humalog en presencia de glucosa fueron
diferentes a los obtenidos con Humulin (Figura 3D—F). La glucosa afiadida al medio LB
inhibi6 la estimulacion de la insulina modificada sobre la proliferacion. Por lo tanto, el
carbohidrato podria estar provocando la represion catabdlica y este efecto tendié a
disminuir a medida que aumentaba la concentracion del carbohidrato (Figuras 3D—F vy
Figura 4), es decir, se produjo un efecto similar al detectado con Humulin y 1 mM glucosa,
pero sin observarse la estimulacion sobre el control después de ocurrir la posible represion
catabdlica (comparar Figura 3A con Figura 3D—F). Sin embargo, se encontro que la mayor
concentracion de glucosa (5 mM) en presencia de Humalog produjo en la fase logaritmica
media y tardia del crecimiento una estimulacion significativa respecto a los cultivos en
presencia solo de la hormona o de la glucosa (Figura 3F). Esto indica al menos, que en esta
fase del crecimiento y después de una probable represion catabolica, la insulina modificada
y la glucosa no estan actuando de manera independiente, y las explicaciones anteriores para
Humulin sobre la activacion de la ruta glucolitica e inhibicion de la ruta gluconeogénica,

también son vélidas para Humalog.

Los resultados mostraron que Humalog tuvo una accion mas rapida respecto a
Humulin sobre el crecimiento en el medio LB y también causo una mayor velocidad inicial
de proliferacién en el cultivo, y quizas en estas caracteristicas radique la diferencia entre
ambas insulinas al afadir glucosa al medio. Es posible que la sefial de Humalog en la ruta
gluconeogénica sea mas intensa que con Humulin y no se cumple el umbral necesario para
cambiar a la via glucolitica al afiadir el carbohidrato, este umbral deberia superarse al
aumentar la concentracion de glucosa y agotarse los nutrientes gluconeogénicos,
principalmente en la etapa tardia del crecimiento, y esto fue lo que se observd. Este
planteamiento se hace con base a los resultados obtenidos en un trabajo sobre el efecto del
cambio de nutrientes glucoliticos a gluconeogénicos en el crecimiento de E. coli (Kotte y
cols., 2014). Sélo las células que se abstenian de un crecimiento muy rapido en glucosa

mantenian su capacidad para cambiar al crecimiento gluconeogénico cuando ocurria el
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agotamiento de la glucosa; las células con una tasa de crecimiento glicolitico muy rapido no
podian generar un flujo alto y suficiente en la via gluconeogénica inicial a través de la ruta
Embden-Meyerhoff y entraban en estado latente. Esta observacion indicaba una
compensacion inherente entre la tasa de crecimiento glicolitica y la capacidad para
adaptarse al crecimiento en gluconeogénesis. Es evidente que si este es el caso en este
trabajo, pero en sentido inverso, la adaptacion con Humulin fue mas eficiente que con
Humalog. Sin embargo, también se infiere que Humalog debe tener mayor capacidad o
potencia de activacion de las vias de sefializacion bajo una condicién nutricional dada, que
en este caso seria inicialmente la gluconeogénica, y por consecuencia la obtencion de
energia suficiente para una mayor capacidad mitogénica. Sin considerar las diferencias
detectadas entre ambas hormonas, los resultados demostraron que las dos insulinas tienen la
capacidad de activar la division celular de E. coli y pueden estimular el crecimiento

bacteriano en diferentes condiciones nutricionales.

Ademas del interés puramente bioquimico sobre los mecanismos de accion
hormonal, los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren la posibilidad de que
microorganismos responsables de enfermedades infecciosas en pacientes con Diabetes
mellitus sean estimulados a crecer por la insulina. El estadio de la patologia donde se
presenta hiperinsulinemia (primera etapa de la Diabetes tipo 2 cuando ocurre la resistencia
a la hormona), puede estar asociado a infecciones resistentes y crecimiento bacteriano
acelerado. Por otro lado, una vez establecida la patologia diabética muchos de los
tratamientos aplicados pueden incluir diversos tipos de insulinas, con dificil regulacion en
cada paciente, por lo que pueden sufrir frecuentes cuadros de hiperinsulinemia. Si este es el
caso, los resultados de este estudio indican que es necesario entender mejor los mecanismos
por los cuales las diferentes hormonas usadas en los tratamientos afectan a las células

bacterianas para desarrollar mejores tratamientos antibacterianos.
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