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Resumen

La insulina es una hormona polipeptidica que desempefia un papel clave en el metabolismo a lo largo
de la vida adulta. Sin embargo, estudios desarrollados en animal es experimentales demuestran que la
insulina esta ademas implicada en otros procesos biol6gicos como la diferenciacion y la superviven-
cia durante la vida embrionaria; asi como el crecimiento durante la vida fetal. El conocimiento sobre
el papel de la insulina en procesos biol 6gicos equival entes en humanos es muy limitado dado que la
mayor parte de estos estudios se han desarrollado en model os animales. Con objeto de estudiar el po-
sible papel delainsulina en desarrollo embrionario humano, llevamos a cabo el andlisis de la expre-
sion del gen delainsulinay su receptor en embriones humanos. Asimismo, evaluamos la expresion
del gen de lainsulina y su receptor en ovocitos humanos no fecundados, puesto que la implicacién de
la insulina en maduracion ovocitaria ha sido previamente demostrada en otras especies animales.
Para ello seleccionamos ovocitos y embriones humano no viables; y analizamos por técnicas de RT-
PCR la expresion del gen delainsulinay su receptor en estas muestras biol 6gicas. Nuestros resulta-
dos muestran, por primera vez, expresion del gen de insulina y su receptor en ovocitos y embriones
humanos. Estos datos sugieren que la insulina podria desempefiar un papel relevante en maduracion
ovocitaria y desarrollo temprano en humanos, al igual que sucede en otras especies animales. La po-
sibilidad de que la expresion del gen de la insulina 'y su receptor, en ovocitos y embriones sea produc-
to de la no viabilidad de estas muestras se discute también en este articulo.
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Summary

Insulin is a polypeptidic hormone playing a pivotal role in metabolic function along adult life.
However, studies carried out with experimental animals have shown that insulin is also involved in
other biological process such us cell differentiation and survival along embryonic development; as
well as growth along fetal life. The role played by insulin in these biological processin humansis un-
certain as the majority of these studies have been carried out in animal models. In order to study the
possible role of insulin in human embryonic development, we studied the gene expression of insulin
and its receptor in human embryos. In addition, we also studied the expression of the insulin gene
and its receptor in non-fertilized oocytes from human patients since the implication of insulin in oocy-
te maturation has been previously demonstrated in other species. For this purpose we selected non
viable human oocytes and embryos; and we analyzed, by RT-PCR techniques, the expression of the
insulin and insulin receptor in these samples. Our results show, for the first time, the gene expression
for insulin and its receptor in human oocytes and embryos. These data suggest that insulin could be
involved in oocyte maturation and early development in humans, as well as it happensin other ani-
mal species. The possibility that the gene expression of insulin and its receptor, in oocytes and embr -
yos could be due to the non-viability of these samplesis also discussed in this paper.

Key words: Human embryos. Oocytes. Insulin. Insulin Receptor.

INTRODUCCION

La insulina es una hormona polipeptidica de 51
aa, responsable de mantener la homeostasis de la glu-
cosa en el organismo. Fue descubierta en los afios
veinte (Banting y Maclead, Premio Nébel de
Fisiologiay Medicina 1923); aunque su estructura
primaria no lleg6 a determinarse hasta los afios cin-
cuenta (Sanger, Premio Nobel de Quimica 1958) (1),
asi como su estructura secundariay terciaria hastalos
anos noventa (2, 3).

La molécula de insulina esta codificada por un
Unico gen, situado en el cromosoma 11 (11p15.5),
gue consta de tres exones y dos intrones (4-6). Esta
mol écula esté altamente conservada entre especies; y
se sintetiza exclusivamente en las células 3 de los is-
lotes de Langerhans del pancreas. La expresion tisu-
lar tan restringida de esta molécula es posible gracias
a una estricta regulacién transcripcional, constituyen-
do éste un modelo ejemplar de expresion génica teji-
do-especifica.

Lainsulina se sintetiza en forma de precursor
inactivo que posteriormente es procesado en €l inte-
rior de las células del pancreas originando asi la for-
ma madura de la insulina. Ante determinados estimu-
los, se produce la activacion transcripcional del gen
de insulina, originandose una serie de transcritos que
dan lugar a la molécula de preproinsulina (7). Esta
molécula, a su vez, se pliega para dar lugar ala molé-
cula de proinsulina (8). Finalmente, la proinsulina es
procesada por las endopeptidadas proteinconvertasas
PC2 y PC3 dando lugar alainsulina en su forma ma-

dura por laliberacién del péptido C. Esta moléculafi-
nal esta exclusivamente constituida por dos cadenas -
Ay B- unidas por dos puentes disulfuro. Por ultimo,
estas moléculas se acumulan en el interior de las cé-
lulas en forma de granul os secretores; y ante un re-
querimiento de insulina por parte del organismo, las
moléculas acumuladas intracelularmente se liberan
por degranulacion. La sintesis de novo de insulina es
dependiente de los niveles de glucosa, de forma que
cuando estos niveles son altos se activa la transcrip-
cion del gen (9, 10); y el procesamiento de la molécu-
la de insulina (11-13). La hormona acaba liberandose
desde las células 3 del pancreasy ejerce su accién
biol 6gica en todo el organismo.

Las hormonas polipeptidicas, como es el caso de
la insulina, interaccionan con un alto grado de afini-
dad y especificidad con sus receptores de membrana.
El receptor de lainsulina es una glicoproteina consti-
tuida por dos subunidades a y dos subunidades (3 (14-
16). Las subunidades a estan situadas en la cara ex-
terna de la membrana plasmética y contienen los
sitios especificos de unién para la insulina. Por el
contrario, las subunidades 3 son cadenas transmem-
branas y contienen los dominios en los que reside la
actividad tirosina-kinasa del receptor. La interaccion
receptor-ligando produce una serie de cambios en el
receptor que conllevan el cambio conformacional y la
fosforilacién de dicho receptor (17, 18). Estos even-
tos conducen a la activacion de la actividad tirosina-
Kinasa del propio receptor que, a su vez, fosforilare-
siduos de tirosina en una serie de proteinas
citoplasmaticas que incluyen la familia de sustratos
del receptor de insulina -IRS- (19). La fosforilacion
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de estas proteinas citoplasmaticas activa la cascada
de sefializacion intracelular, que tiene un efecto meta-
bdlico a corto plazo: aumento de la captacién de glu-
cosa por movilizacién de transportadores de glucosa
alamembrana. Ademas, existen efectos a largo plazo
gue incluyen entre otros, la regulacién de las molécu-
las moduladoras del ciclo celular.

Estudios desarrollados en animales experimenta-
les demuestran el papel esencial de lainsulina en €l
desarrollo embrionario de dichas especies (20- 23);
embriones prepancreaticos de pollo expresan el gen
de la insulina mientras que la sobre-expresion de in-
sulina supone un fallo en el proceso de morfogénesis.
Asimismo, la insulina parece estar implicada en ma-
duracion ovocitaria a partir de los ovocitos que du-
rante largo tiempo estan detenidos en profase | de la
primera division meidtica.

A partir de todos estos datos obtenidos con mode-
los animales se ha propuesto un modelo de funcidn
para lainsulinay la proinsulina que se recoge en la
figura 1. Lainsulina, durante la vida adulta e inme-
diatamente después del nacimiento, desempefia un
papel esencial en metabolismo; su papel es clave en

el metabolismo de los hidratos de carbono y participa
en el metabolismo de los lipidos. Sin embargo, duran-
te el desarrollo embrionario, la insulina desempefia
un papel fundamental en crecimiento aunque su im-
plicacion en metabolismo es creciente (24). Mas adn,
en estadios tempranos del desarrollo embrionario no
es lainsulina sino la proinsulina la que €jerce su ac-
cion biologica en proliferacion y diferenciacion (25).
La proinsulina esta ademés implicada en superviven-
ciaalo largo del desarrollo aunque su contribucion es
decreciente.

Teniendo en cuenta que todos estos datos se han
obtenido a partir de animales experimentales, el des-
conocimiento sobre la funcion de la insulina en hu-
manos es muy amplio, en particular su implicacion en
maduracion ovocitaria'y desarrollo embrionario. En
este contexto y con estos antecedentes nos plantea-
mos como objetivo prioritario el estudio del posible
papel de lainsulina en maduracion ovocitaria 'y desa-
rrollo embrionario humano. Como primera aproxima-
cion llevamos a cabo el andlisis de la expresion del
gen de insulina y de su receptor en ovocitos y em-
briones humanos cultivadosin vitro.

Embrion | —p Feto —> Neonato —Pp» | Adulto
??
Supervivencia
P(olifera_cic}r]
Diferenciacion Crecimiento M etabolismo
Proinsulina..........oooiiiiiiiiiiiiii Insulina. ...
Figural

Modelo propuesto a partir de animales experimentales sobre las implicaciones de la insulina y la proinsulina. Adaptacion
Hernandez-Sanchez C. et al.2006
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MATERIAL Y METODOS

M uestr as biol 6gicas.

Se seleccionaron ovocitos y embriones humanos
cultivados in vitro a partir de pacientes sometidas a
puncién folicular. En todos los casos se trataba de
embriones no viable y, por tanto, desechados para su
posterior utilizacién por su mala calidad embrionaria.

Recogida de muestras.

Los embriones y ovocitos se lavaron cuidadosa-
mente con PBS para evitar el medio de cultivo de di-
chas muestras. Las células de la granulosa se elimina-
ron con hialuronidasa para descartar posibles
contaminaciones de material genético de otro lingje
celular. Las muestras se mantuvieron en buffer de
conservacion (guanidino y R-mercaptoetanol) y se
congelaron a - 20°C hasta su utilizacién. Todas las
muestras se almacenaron en condiciones optimas de
conservacion para su analisis posterior por técnicas
de RT-PCR.

Técnicas de RT-PCR.

La extraccion de ARN se llevo a cabo, a partir de
las muestras congeladas, utilizando un kit comercial
estandar de extraccion y purificaciéon. A continua-
cion, se obtuvo el ADNc a partir del ARN por retro
transcripcion (RT); y se procedié a una primera ronda
de amplificacion de 35 ciclos y una segunda PCR se-
mi-anidada de 35 ciclos para aumentar la sensibilidad
de latécnica. Utilizamos oligonucleotidos especificos
para detectar el gen de lainsulinay su receptor, asi
como primers especificos para valorar la expresion
del gen de la B-actina que se utilizé como control po-
sitivo (ver Tabla 2).

RESULTADOS

Ovocitosy embriones humanosincluidos en el es-
tudio

Los ovocitos y embriones humanos no viables se
seleccionaron a partir de pacientes sometidas a un
procedimiento de fecundacion in vitro en el contexto
de un tratamiento de reproduccion asistida. Se em-
plearon, por tanto, embriones humanos descartados
para ser transferidos a pacientes sometidas a un ciclo
de reproduccion. En todos los casos se trata de em-
briones cultivados in vitro que se seleccionaron en

dia D+2, D+3, D+4, D+5 0 D+6 post-fecundacion;
no viables en ninguin caso; y con alguna de las carac-
teristicas mencionadas a continuacién: 1PN, 3PN,
multinucleados, 40% fragmentacion o més, y blasto-
cistos de mala calidad. El nimero total de muestras
analizadas en este estudio es de 49; incluyendo desde
ovocitos hasta blastocistos pasando por embriones en
distintos estadios evolutivos de su cultivo in vitro.
Estos ultimos se agruparon en dos categorias: em-
briones antes de compactacién (Pre-Compactacién) y
embriones ya compactados en estadio de moérula (ver
Tabla 1).

Analisis por RT-PCR dela expresion del gen de
insulinay su receptor

Las muestras seleccionadas y almacenadas a -
20°C, se procesaron para la obtencion de ARN. Una
vez extraido el ARN, se obtuvo el ADNc completo
por retro-transcripcién (RT). A continuacion, se llevo
a cabo la amplificacion empleando dos rondas de
PCR, una primera de 35 ciclos y una segunda semi-
anidada también de 35 ciclos, con objeto de aumentar
la sensibilidad de la técnica. Latabla |l muestra los
oligonucleotidos especificos utilizados en cada caso
paralos experimentos de PCR.

Una vez finalizada la segunda PCR, el producto
de amplificacion obtenido de cada una de las mues-
tras analizadas se sometié a electroforesis en gel de
agarosa. La figura 2 corresponde a la fotografia de un
gel, visualizado a transiluminador, con las muestras
cargadas en cada pocillo: el primeroy €l Ultimo carril
corresponden al producto de amplificacion obtenido a

Tablal
Ovaocitos y embriones humanos no viables incluidos en el
estudio. Los embriones analizados se agruparon en tres
categorias: embriones antes de haber sufrido el proceso de
compactacion (embriones Pre-compactacion), embriones
ya compactados en estadio de mérula y embriones que ya
han alcanzado el estadio de blastocisto. El nimero de
muestras analizadas de cada una de las categorias se
muestra en la tabla.

Estadio NUmero de muestras
Ovocitos 4
Embriones Pre-Compactacion 15
Embriones en estado de moérul 11
Blastocistos 19
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Tabla 2
Oligonucleotidos empleados en |os experimentos de RT-PCR para cada uno de |os genes analizados en el estudio.
Las parejas de primers utilizados en el estudio para cada gen asi como las secuencias especificas de cada
uno de ellos se incluyen en esta tabla

Oligonucleotidos Secuencia Gen

R1 ACTCAGGATTCTCACGACTCT Receptor Insulina Humana (RIH)
R2 TTCGCTTTCCTCTGGTTTG Receptor Insulina Humana (RIH)
R3 GGTGCTTTCTTTCCATCTGC Receptor Insulina Humana (RIH)
hinsfo AGCCTTTGTGAACCAACACC Insulina Humana (1Hleft)

hinsre GCTGGTAGAGGGAGCAGATG Insulina Humana (IHright)
minsf1 GGCTTCTTCTACACACCCA Insulina Humana (IHIeft)

Al GGACTTCGAGCAAGAGATGG Actina Humana (AHleft)

A2 AGCACTGTGTTGGCGTACAG Actina Humana (AHright)
3-actin NestedR TGAAGGTAGTTTCGTGGATGC Actina Humana (AHrigth)

partir de sendos embriones en estado de morula; el
segundo, tercero, quinto, sexto y séptimo carril co-
rresponden al producto de amplificacién obtenido a
partir de embriones en estadio de blastocisto; el cuar-
to carril corresponde al producto de amplificacién ob-
tenido a partir de un embrién en estadio de dos célu-
las. Como se puede apreciar en la imagen, tanto el
embrion en estadio de dos células (incluido en la ca
tegoria embriones Pre-Compactacion) asi como los
embriones en estado de morula presentan expresion
de los transcritos de proinsulina. Sin embargo, en nin-
guno de los blastocistos analizados se detectaron di-
chos transcritos. La deteccion de expresion del gen de
la [3-actina, empleado como control positivo, demues-
tra la especificidad de los resultados obtenidos; esto
es, la deteccion de transcritos de nuestro gen control
garantiza que la extraccion de ARN, la retro-trans-
cripcién (RT), y laamplificacion (PCR) en dicho pro-
cedimiento han funcionado correctamente y confirma
la ausencia especifica de los transcritos de nuestro
gen de estudio que eslainsulina (ver fig. 1).

Latabla 3 recoge los resultados, expresados en
porcentaje, del total de los casos analizados; en el
33,33% de los ovocitos estudiados se detectaron
transcritos del gen de lainsulina, asi como en el
15,38% y el 25% de los embriones pre-compactacion
y en estadio de morula respectivamente. Sin embargo,
en ninguno de los blastocistos analizados (19 casos)
detectamos transcritos de proinsulina.

Unavez analizada la expresion del gen de lainsu-
lina llevamos a cabo el andlisis de la expresion del
gen del receptor de lainsulina. Latablalll recoge los

resultados obtenidos para el andlisis de la expresion
del gen del receptor de lainsuling; se detect6 expre-
sién de este gen en ovocitos (66,66%), embriones
pre-compactacion (53,84%) y en embriones en estado
de morula (80%). Contrariamente a lo sucedido con
la expresion del gen de lainsulina, en todos los blas-
tocistos analizados (19 casos) se detectd expresion
del receptor de insulina. Por tanto, estos resultados
indican que el gen del receptor de insulina, a diferen-
ciade lainsulina, se expresa en todos |los estadios
madurativos embrionarios analizados.

En resumen, nuestros resultados muestran expre-
sion del gen de lainsulina'y su receptor en ovocitos
y embriones humanos (ver figura 3). Sin embargo, la
expresion del gen de la insulina —a diferencia de su
recepto— no se detecta en estadios madurativos em-
brionarios més avanzados como el caso de los blas-
tocisto.

DISCUSION

L os resultados aqui mostrados muestran por pri-
mera vez la expresion del gen de lainsulinay su re-
ceptor en ovocitos y embriones humanos. Sin embar-
go, mientras que la expresion del gen del receptor de
la insulina se detecta en todos los estadios madurati-
vos de embriones humanos cultivados in vitro, inclu-
yendo el estadio de blastocisto, los transcritos de in-
sulina se detectaron exclusivamente en algunos
estadios, coincidiendo con las fases mas tempranas
del desarrollo embrionario. Nuestros resultados indi-
can claramente la ausencia de expresion del gen de la
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Tabla 3
Expresion del gen deinsulinay su receptor en ovocitosy embriones. La tabla muestra el porcentaje de ovocitos y embriones
estudiados en |os que se detectan transcritos de proinsulina y/o transcritos del receptor de la insulina. En ninguno de los
blastocistos analizados existe expresion del gen de insulina

Transcritos Proinsulina

33,33%
15,38%

Estadio

Ovocitos

Embriones Pre-Compactacion

Embriones en estado de mérula 25%
Blastocistos 0%

Transcritos Receptor Insulina
66,66%
53,84%
80%
100%

w ff’fffﬁf
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Figura2
Andlisis de la expresion del gen de insulina en embriones
humanos por técnicas de RT-PCR. Electroforesis en gel de
agarosa de |os productos de amolificacion de las muestras
analizados por RT-PCR

insulina en el estadio de blastocisto humano aunque
no asi de su receptor.

Teniendo en cuenta que los ovocitos y los embrio-
nes en sus primeros estadios de desarrollo presentan
transcritos del gen de insulina; pero no asi en un esta-
dio més avanzado, €l de blastocisto, cabria pensar que
la expresion del gen de lainsulina se pierde cuando el
embrion avanza en su proceso de desarrollo. Sin em-
bargo, no hay que olvidar que los ovocitos utilizan
transcritos de origen materno hasta que llega el mo-
mento de la activacion del genoma zigético (ZGA);
pasando el zigoto a utilizar el ARNm recién sintetiza-
do tras la activacion transcripcional de determinados
genes del propio genoma zigético. En embriones hu-
manos, la ZGA tiene lugar entre el estadio de cuatro
(D+2) y ocho células (D+3) encuadrado en el periodo
pre-compactacion del desarrollo embrionario; inicial-
mente se activan los genes reguladores que al trans-
cribirse controlan, a su vez, a los genes ejecutores.

JiGA = ¢ Ugiladora 3 Com Epmibm

ig = IR+ IR +

Figura3
Expresién del gen deinsulinay su receptor en embriones humanos cultivados in vitro. De izquierda a derecha: ovocito fe-
cundado en dos prontcleos, embrion de dos células, embrion de cuatro células, embrién de ocho célulasy embrién en estado
de blastocisto
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Por tanto, antes de que tenga lugar la ZGA los Unicos
transcritos que existen en el embrién son de origen
materno. Esto significa, que en este estudio, |os trans-
critos de insulina detectados en ovocitos y embriones
pre-compactacion, e incluso en estado de moérula, po-
drian ser de origen materno. De acuerdo con esto, en
estados més avanzados como es el caso de los blasto-
cistos en la que los transcritos de origen materno han
desaparecido puesto que han terminado por consu-
mirse no se detectarian, como es el caso. Por el con-
trario, en estos mismos blastocistos fuimos capaces
de detectar transcritos del receptor de insulina.
Obviamente, |a presencia de estos transcritos indican
la existencia de transcripcion activa del gen del re-
ceptor de lainsulina en este estadio, |o que hace pen-
sar en éste gen como en uno de |0s genes gjecutores
gue se activan inmediatamente después de la ZGA.
Estos datos resultan de especial relevancia para nues-
tro grupo de trabajo que en la actualidad esta espe-
cialmente interesado en el estudio de los genes regu-
ladores y €jecutores que se activan inmediatamente
después de laZGA en embriones humanos.

El receptor de lainsulina forma parte de una fami-
lia de receptores de membrana que incluye, ademas,
el receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1G-
FI y un receptor hibrido (26). Todos los miembros de
esta familia son capaces de interaccionar con la molé-
culadeinsulina. A su vez, €l propio receptor de insu-
lina es capaz de interaccionar no solo con la molécula
de insulina sino también con la molécula de proinsu-
lina, asi como con otros ligandos como IGFl e IGFII.
La interaccion de cada uno de estos receptores con
sus distintos ligandos tiene lugar con una afinidad di-
ferencial que a su vez desencadena una cascada de
sefializacion distinta en cada caso que, finalmente,
converge en la activacion de ras y las MAPKinasas
(27). Teniendo en cuenta que nuestros resultados
muestran expresion de transcritos del receptor de in-
sulina en blastocistos, sin que exista expresién del
gen de insulina, podria ser que dicho receptor estu-
viera utilizando algin otro de los ligandos descritos
como por gjemplo IGF1 o IGF2 o incluso insulina de
origen extraembrionario. Por otra parte, no hay que
olvidar que la existencia de transcritos de un gen no
garantiza la expresion a nivel de proteina de la molé-
cula que codifica dicho gen. Podria darse la circuns-
tancia que aun habiendo transcritos del receptor de
insulina éste no se esté expresando a nivel de protei-
na, o incluso habiendo expresion a nivel de proteina
éste no esté funcionando como un receptor funcional.
Asimismo, la ausencia de transcritos del gen de insu-
lina en estadios avanzados del desarrollo embrionario
podria deberse a la mala calidad de los embriones

analizados, pues en todos los casos se trataba de em-
briones descartados para ser transferidos a pacientes
por su deficiente calidad.

En conclusién, nuestros resultados muestran por
primera vez expresion del gen de insulinay su recep-
tor en ovocitos y embriones humanos en estadios
tempranos de su desarrollo, indicando que lainsulina
podria desempefiar un papel en humanos similar al
descrito en animales experimentales. Asi pues, lain-
sulina podria desempefiar un papel esencial en madu-
racion ovocitaria humana a través del control del ci-
clo celular o incluso desarrollar un papel clave en las
etapas mas tempranas del desarrollo embrionario.
Resultaria de maximo interés ampliar el tamafio de la
muestra de andlisis e incluir en este estudio embrio-
nes humanos viables de buena calidad donados para
la ciencia al amparo de la nueva Ley de Re-
produccion Asistida (14/2006), para confirmar asi la
especificidad de los resultados obtenidos en este es-
tudio.
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