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1. RESUMEN 

Introducción: La enfermedad del hígado graso no alcohólico (NAFLD) es la 

enfermedad hepática más común, donde la resistencia a la insulina (RI) juega un 

papel fundamental en su patogénesis. Por otro lado, los glucocorticoides (GCs) son 

hormonas contrareguladoras de la insulina que se sintetizan en la corteza adrenal y 

su secreción está regulada por la actividad del eje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal 

(HPA), donde los niveles circulantes de GCs son mantenidos por una 

retroalimentación negativa del eje, existiendo una regulación circadiana y en 

respuesta al estrés. Los GCs tienen múltiples acciones biológicas, modulando 

procesos como el metabolismo energético, donde un exceso de GCs se asocia con 

trastornos metabólicos que culminan en el desarrollo de obesidad, diabetes, 

dislipidemia, hipertensión, hiperglucemia, RI y NAFLD. Los principales efectos de 

los GCs son mediados por la activación del receptor de glucocorticoides (GR). Bajo 

este contexto, se han realizado diversos estudios entorno a la co-chaperona del GR 

llamada FKBP51, cuya expresión es regulada por GCs. Su efecto más estudiado es 

su acción como regulador negativo de la función del GR. Recientemente, se ha 

descrito a FKBP51 como un regulador de la vía de señalización Akt, proteína 

involucrada en la respuesta de insulina. Objetivo: Evaluar si la inducción de 

FKBP51 por GCs produce desensibilización en la señalización de insulina en 

hepatocitos.  Métodos: Se utilizó la línea celular HepG2, que fue estimulada con el 

GC sintético dexametasona, también con el antagonista del GR RU486, con el fin 

de determinar el papel del GR y la expresión de las proteínas FKBP51, PEPCK1, 

G6P mediante Western blot. La sensibilidad a insulina se evaluó mediante el estudio 

de la fosforilación de Akt, a través de Western blot. Resultados: El GC 

dexametasona aumenta de forma significativa la expresión de la proteína FKBP51. 

El GC dexametasona no modifica significativamente las enzimas claves que regulan 

la gluconeogénesis PEPCK1 y G6P. La expresión de FKBP51 no aumenta en 

presencia de RU486 antagonista del GR. Por otra parte, dexametasona disminuye 

la fosforilación de Akt coincidente con un aumento en la expresión de FKBP51. 

Finalmente, la sobreexpresión de FKBP51 induce una disminución en la respuesta 

a la insulina determinada por la fosforilación de Akt. Conclusión: El GC 
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Dexametasona aumenta la expresión de la proteína de respuesta a estrés FKBP51 

mediante la activación del GR. Este aumento en los niveles de la proteína FKBP51 

inducido por dexametasona es coincidente con la disminución de la fosforilación de 

Akt. La sobreexpresión de FKBP51 indujo una disminución en la respuesta a 

insulina mediante p-Akt. Por lo tanto, demostramos que el aumento de la proteína 

de estrés FKBP51 a través de la sobreexpresión se relaciona con una 

desensibilización en la señalización de insulina en la línea celular hepática HepG2. 
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2. ABSTRACT  

Introduction: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver 

disease, where insulin resistance (IR) plays a fundamental role in its 

pathogenesis. On the other hand, glucocorticoids (GCs) are insulin 

counterregulatory hormones that are synthesized in the adrenal cortex and their 

secretion is regulated by the activity of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) 

axis, where circulating levels of GCs are maintained by a negative feedback of 

the axis, existing a circadian regulation and in response to stress. GCs have 

multiple biological actions, modulating processes such as energy metabolism, 

where an excess of GCs is associated with metabolic disorders that culminate in 

the development of obesity, diabetes, dyslipidemia, hypertension, 

hyperglycemia, RI and NAFLD. The main effects of GCs are mediated by the 

activation of the glucocorticoid receptor (GR). In this context, various studies 

have been carried out on the GR co-chaperone called FKBP51, whose 

expression is regulated by GCs. Its most studied effect is its action as a negative 

regulator of GR function. Recently, FKBP51 has been described as a regulator 

of the Akt signaling pathway, a protein involved in the insulin response. 

Objective: To evaluate whether the induction of FKBP51 by GCs produces 

desensitization of insulin signaling in hepatocytes. Methods: The HepG2 cell line 

was used, which was stimulated with the synthetic GC dexamethasone, also with 

the GR antagonist RU486, in order to determine the role of GR and the 

expression of FKBP51, PEPCK1, G6P proteins by Western blot. Insulin 

sensitivity was evaluated by studying the Akt phosphorylation, through Western 

blot. Results: The GC dexamethasone significantly increases the expression of 

the FKBP51 protein. GC dexamethasone does not significantly modify the key 

enzymes that regulate gluconeogenesis PEPCK1 and G6P. The expression of 

FKBP51 does not increase in the presence of GR antagonist RU486. On the 

other hand, dexamethasone decreases the phosphorylation of Akt coinciding 

with an increase in the expression of FKBP51. Finally, the overexpression of 

FKBP51 induces a decrease in the response to insulin determined by the 

phosphorylation of Akt. Conclusion: GC Dexamethasone increases the 
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expression of the stress response protein FKBP51 by activating the GR. This 

increase in the levels of the protein FKBP51 induced by dexamethasone is 

coincident with the decrease in phosphorylation of Akt. FKBP51 overexpression 

induced a decrease in insulin response by p-Akt. Therefore, we demonstrate that 

the increase of the stress protein FKBP51 through overexpression is related to a 

desensitization in insulin signaling in the hepatic cell line HepG2. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1 Esteatosis hepática no alcohólica 

La enfermedad del hígado graso no alcohólico (NAFLD, por sus siglas en inglés 

Nonalcoholic fatty liver disease) es la enfermedad hepática más común y está 

aumentando en todo el mundo en paralelo con el incremento de obesidad, diabetes 

y resistencia a la insulina (RI) (1,2). Se estima una prevalencia de alrededor de un 

10% a 30% dependiendo de la población de estudio (variabilidad mundial; Anexo 1) 

y metodología de diagnóstico (ultrasonido, biopsias hepáticas, entre otros). 

Independiente de su estado nutricional y género, en sujetos obesos o con diabetes 

tipo 2 (DT2) puede ser superior al 70% (1,3,4). En Chile, el año 2009 un estudio 

realizado con ultrasonografía abdominal reportó una prevalencia del 23.4% con 

NAFLD y una prevalencia del 23.2% con obesidad (5). En la última Encuesta 

Nacional de Salud de Chile un 74.2% de la población presenta exceso de peso, por 

lo que la prevalencia de NAFLD podría aumentar (6). 

La NAFLD es una entidad clínico-patológica que engloba un amplio espectro de 

lesiones en el hígado que incluyen la esteatosis simple o hígado graso no alcohólico, 

que es la forma no progresiva de NAFLD. Esta rara vez progresa a cirrosis. La 

NAFLD también incluye esteatohepatitis no alcohólica, la cual es la forma progresiva 

de NAFLD que puede conducir a fibrosis, cirrosis hepática y en última instancia 

carcinoma hepatocelular, insuficiencia hepática y mortalidad relacionada con la 

enfermedad hepática (3,7). Técnicamente, la NAFLD se define como la acumulación 

anormal de triglicéridos (TAG) mayor a un 5% del peso total del hígado. Este es el 

primer paso en la fisiopatología de NAFLD y resulta de un desequilibrio entre la 

síntesis, el catabolismo y el transporte de TAG. La NAFLD se determina por técnicas 

de imagen o biopsia hepática en individuos sin consumo excesivo de alcohol (<20 

g/día para mujeres y <30 g/día para hombres), ni consumo de drogas, entre otros 

(1,8,9). 

La NAFLD se asocia a los diferentes componentes del síndrome metabólico 

especialmente obesidad, DT2, RI y dislipidemia, de manera que es considerado por 

muchos autores como el componente hepático del síndrome metabólico (1,10). 
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Debido a esto, la NAFLD es un factor de riesgo importante para la mortalidad tanto 

hepática como cardiometabólica (9), y se ha convertido en una de las principales 

preocupaciones de salud pública por sus secuelas potencialmente graves, 

enfatizando que no existe tratamiento más que un cambio de alimentación y 

actividad física (10).  

En cuanto a los mecanismos del desarrollo y progresión de la enfermedad, lo más 

aceptado es el modelo de impactos múltiples, los que incluyen factores genéticos, 

ambientales (dieta, peso, entre otros aspectos) y también, impactos paralelos en 

tejidos y órganos como cambios en la microbiota intestinal, estrés oxidativo, 

disfunción mitocondrial, estrés de retículo endoplásmico, lipogénesis de novo, 

lipotoxicidad, lesión del hepatocito y muerte que desencadena inflamación hepática, 

activación de células estrelladas hepáticas y fibrogénesis progresiva. En resumen, 

el influjo excesivo de ácidos grasos hacia el hígado y la RI juegan un papel 

fundamental en la patogénesis de NAFLD, aunque se desconoce cuál es primero, 

la acumulación de lípidos o la RI hepática (9-11). 

3.2 Resistencia a la insulina hepática  

El hígado desempeña un papel central en la regulación sistémica del metabolismo 

de la glucosa y el de lípidos. Se cree que una insensibilidad hepática a la acción de 

la insulina es un impulsor fundamental de la RI, en la cual son necesarios niveles 

más altos de insulina circulante para controlar adecuadamente los niveles de 

glucosa en la sangre. La RI se define cuando un nivel de insulina normal o elevada 

produce una respuesta biológica reducida, es decir una disminución de la 

sensibilidad a la insulina (12). La RI puede ser un mecanismo de adaptación para 

optimizar el suministro de nutrientes a diversos tejidos, relacionado con el ciclo vital, 

y también puede ser patológico, por ejemplo en respuesta al estrés, a la ingesta 

excesiva de alimentos, al inadecuado gasto energético o a otras enfermedades (13). 

La insulina es una hormona peptídica secretada por el páncreas. En el hígado, su 

acción es reducir la producción de glucosa hepática (HGP) y favorecer la síntesis 

de macromoléculas como el glucógeno, lípidos y proteínas (14). La insulina efectúa 

su acción cuando se une al receptor de insulina (15). Estos efectos están mediados 
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por la fosforilación de sus sustratos (IRS, por sus siglas en inglés Insulin Receptor 

Substrates). Una vez fosforilado IRS, sirve como sitio de acoplamiento para 

mediadores posteriores, que son dos vías principales, la vía de las proteínas 

quinasas activadas por mitógenos (MAPK) – que media el efecto de la insulina sobre 

el crecimiento celular – y la vía de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) – que media 

el efecto de la insulina en el metabolismo y la supervivencia (16). Una rama 

importante de la señalización vía PI3K es la quinasa Akt (Figura 1), la cual es 

reclutada a la membrana plasmática donde es fosforilada en dos residuos, Ser473 y 

Thr308 (17).  

La señalización de insulina río abajo de Akt estimula la síntesis de glucógeno, a 

través de la inactivación de la proteína glicógeno sintasa quinasa 3 (GSK3), que 

desfosforila y activa la glucógeno sintasa (GS), modulando así la síntesis de 

glucógeno. Además, Akt estimula la lipogénesis de novo, a través de la activación 

de la proteína de unión al elemento regulador del esterol que une la proteína 1c 

(SREBP-1c), promueve la expresión de las enzimas involucradas en la síntesis de 

ácidos grasos en el núcleo. También, Akt inhibe la glicógenolisis, mediante la 

inactivación del factor de transcripción FOXO1, evitando que ingrese al núcleo y 

regulando a la baja los genes necesarios para la gluconeogénesis, principalmente 

la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa 6-fosfatasa (G6P), e 

inhibe la HGP lo que ayuda a mantener un nivel bajo de glucosa en la sangre 

(18,19). La desregulación de la activación de Akt tiene un gran impacto en el 

desarrollo de diversos entornos patológicos como la RI, DT2, enfermedades 

cardiovasculares y obesidad, entre otros (17).  

Ahora bien, la resistencia a la insulina hepática (RI-H) es la disminución de la 

capacidad de la insulina para suprimir la HGP, pese a los elevados niveles de 

insulina circulantes. Asimismo, la ablación específica del receptor de insulina en el 

hígado, induce intolerancia a la glucosa, RI, disminuye los TAG plasmáticos y la 

lipogénesis de novo (18,20). En este sentido, existe un fenómeno conocido como la 

paradoja de la RI-H, que corresponde a acciones duales de la insulina en el hígado: 

1) El factor de transcripción FOXO1 se vuelve resistente a la insulina, por tanto los 

ARNm para PEPCK y G6P seguirán elevados, estimulando la gluconeogénesis; Sin 
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embargo 2) SREBP-1c mantendrá la sensibilidad a la insulina, por lo que se 

mantendrá la síntesis de ácidos grasos, conduciendo a la acumulación de TAG en 

el hígado. Este último conduce a la excesiva secreción de lipoproteínas de muy baja 

densidad (VLDL, por sus siglas en inglés very low density lipoprotein), elevando los 

niveles de TAG plasmáticos. En ratones y humanos con obesidad y DT2, la menor 

inhibición de la HGP induce hiperglucemia con exacerbación de la lipogénesis de 

novo, que contribuye a NAFLD e hipertrigliceridemia (21,22).  

 
Figura 1. Vía de señalización mediada por insulina en hepatocito. La interacción de la insulina con su receptor 

desencadena una cascada de señalización río abajo, donde el principal efector es Akt. La fosforilación de Akt estimula la 

síntesis de glucógeno, a través de la inactivación de la proteína GSK3. También, Akt estimula la lipogénesis de novo, a través 

de la activación de la proteína SREBP-1c. Asimismo, Akt inhibe la gluconeogénesis mediante la inactivación del factor de 

transcripción FOXO1, evitando su ingreso al núcleo y regulando la expresión de los genes que codifican las principales 

enzimas reguladoras de gluconeogénesis: PEPCK y G6Pasa.  

 

3.3 Glucocorticoides  

Los Glucocorticoides (GCs) modulan múltiples procesos biológicos afectando a casi 

todos los órganos y tejidos del cuerpo, regulando procesos como el metabolismo y 

la homeostasis de energía, la respuesta inmune, el crecimiento óseo, la 

reproducción, la proliferación celular y la supervivencia (23). Los GCs son hormonas 
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esteroidales derivadas del colesterol, se sintetizan en la corteza adrenal y su 

secreción está regulada por la actividad del eje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal 

(HPA). En este sentido, los niveles circulantes de GCs son mantenidos por una 

retroalimentación negativa establecida dentro de este eje HPA, que posee 

regulación circadiana y en respuesta al estrés (24,25).  

Los GCs ejercen sus funciones mediante la unión a su receptor intracelular, es decir, 

el receptor de glucocorticoides (GR) y la mayoría de los efectos de estas hormonas 

son mediados por la activación del GR. Los GCs naturales (cortisol en humanos y 

corticosterona en roedores) y sintéticos (por ejemplo, dexametasona) son lipofílicos 

e ingresan a las células por difusión a través de la membrana plasmática. Las 

principales funciones biológicas de la unión GC-GR incluyen el control de la 

homeostasis energética y la glucosa, entre otras. La acción de los GCs a corto plazo 

es necesaria para mantener el equilibrio de diferentes procesos metabólicos dentro 

del organismo. Acorde a su concentración sistémica, la acción de GCs se divide en 

dos rutas: a bajas concentraciones regulan enzimas del metabolismo de 

carbohidratos, lípidos y proteínas, mientras que a altas concentraciones activan 

mecanismos antiinflamatorios e inmunosupresores (26,27).  

Dentro de sus efectos metabólicos, los GCs participan en la mantención de la 

euglicemia, a través de la producción de glucosa mediante la gluconeogénesis en 

el hígado, efecto que es mediado por la inducción transcripcional de la G6P y la 

PEPCK1, que catalizan etapas limitantes de la gluconeogénesis. Además, los GCs 

activan la degradación de proteínas musculares y aumento de la lipólisis del tejido 

adiposo, para aumentar la cantidad de sustratos metabólicos circulantes. Un exceso 

sostenido de GCs se asocia con trastornos metabólicos como el desarrollo de DT2, 

obesidad, RI, dislipidemia, hipertensión, hiperglucemia y NAFLD (27-31). 

Curiosamente, los GCs promueven la lipogénesis inducida por la insulina en 

hepatocitos, pero no se ha observado ninguna asociación entre la NAFLD y los 

niveles plasmáticos de cortisol en los humanos (32). Sin embargo, los sujetos 

obesos con NAFLD tienen una sobreactividad sutil y crónica en el eje HPA, la cual 

está asociada con la severidad de NAFLD (33). Por el contrario, se han 
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documentado los efectos beneficiosos del bloqueo del GR en los trastornos 

relacionados con la obesidad. La droga Mifepristona (RU486) que es un antagonista 

del GR, contrarresta la hiperglucemia, la RI y la obesidad, argumentando un papel 

crítico del GR en la fisiopatología del exceso de GCs en pacientes con síndrome de 

Cushing (27). 

3.4 FKBP51  

La proteína de unión FK506 de inmunofilina 51 (FKBP51) es una proteína co-

chaperona, perteneciente a la familia de las peptidil prolil isomerasas (PPlase), que 

es codificada por el gen FKBP5 y posee un dominio tetratricopéptido (TPR), que 

sirve de acoplamiento para copartícipes como Hsp90 (Heat shock protein 90). La 

proteína co-chaperona FKBP51 forma parte del heterocomplejo del GR junto a las 

chaperonas Hsp90, Hsp70 y p23 que mantienen al GR en el citoplasma y cuando 

se une el ligando GC, FKBP51 se disocia del GR y es reemplazada por FKBP52, 

permitiendo la translocación del GR al núcleo (34,35). Una vez allí, el GR se une a 

los elementos de respuesta a GCs (GRE), secuencias de ADN en la región 

promotora de los genes diana, lo que desencadena la transcripción o represión de 

varios genes, donde el gen FKBP5 que codifica para la expresión de la proteína 

FKBP51 es un objetivo de transcripción del GR (36,37).    

La expresión de la proteína FKBP51 es inducida por la activación del GR, por lo que 

FKBP51 regula la actividad del GR, reduce su unión a GCs y retrasa su 

translocación al núcleo, resultando en un mecanismo intracelular de 

retroalimentación negativa, por lo que FKBP51 se ha descrito como marcador de 

sensibilidad y biodisponibilidad del GR (38,39,40). Independientemente de su rol 

como co-chaperona del GR, FKBP51 participa en el metabolismo energético, 

regulando negativamente la vía de señalización de Akt, promoviendo la 

desfosforilación en Ser473. Este efecto lo realiza aumentando la interacción entre Akt 

y la proteína fosfatasa de repetición rica en leucina (PHLPP) (38,41).  

La desregulación del eje HPA por trastornos metabólicos ha sido ampliamente 

reportada; pero el papel de FKBP51 ha comenzado a ser estudiado recientemente. 

Un estudio reportó la expresión del ARNm de FKBP5 en biopsias de tejido adiposo 
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subcutáneo y omental de donantes no diabéticos bajo la exposición al GC sintético 

dexametasona. El GC Dex aumentó la expresión del gen y la proteína FKBP5, 

específicamente en el tejido adiposo omental la mayor expresión del gen FKBP5 se 

asoció con menor sensibilidad a la insulina sobre la captación de glucosa, y en el 

tejido adiposo subcutáneo la mayor expresión del gen FKBP5 se correlacionó 

positivamente con resistencia a la insulina (HOMA-IR), por lo que la exposición a 

Dex promueve la expresión de FKBP5 en el tejido adiposo, gen que puede estar 

implicado en RI inducida por GCs (37). Se encontró que el polimorfismo en FKBP5 

está asociado con DT2, mientras que ratones FKBP5-KO alimentados con una dieta 

alta en grasas (HFD por sus siglas en inglés, High Fat Diet) son resistentes al 

aumento de peso, a la esteatosis hepática, poseen un tejido adiposo reducido, 

tienen niveles de glucosa e insulina más bajos versus ratones wild type (42). 

Además, en otro trabajo se demostró que tienen una mayor tolerancia a la glucosa 

y una mayor señalización de la insulina en el músculo esquelético, a través de una 

unión reducida de la fosfatasa PHLPP con Akt y AS160 (42). Asimismo, en este 

estudio el bloqueo o antagonismo farmacológico de FKBP51 con SAFit2 demostró 

mejorar la tolerancia a la glucosa (43). Es importante destacar que SAFit2 es el 

primer antagonista altamente selectivo para FKBP51 y ha sido desarrollado 

recientemente (44). Estos estudios sugieren un papel clave de FKBP51 en la 

cascada de señalización de insulina, el metabolismo de carbohidratos y lípidos, lo 

que hace de FKBP51 un objetivo potencial para los enfoques terapéuticos en los 

trastornos relacionados con el metabolismo.  

En vista de los antecedentes expuestos, en esta tesis se evaluó el papel de la 

proteína de respuesta a estrés FKBP51 en la regulación de la sensibilidad a insulina 

en la línea celular de hepatocarcinoma HepG2. 
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4. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 

 

4.1 Pregunta de investigación 

¿Podrá FKBP51 inducir desensibilización en la señalización de insulina hepática? 

 

4.2 Hipótesis 

La inducción de la proteína de respuesta al estrés FKBP51 induce desensibilización 

en la señalización de insulina hepática. 

 

4.3 Objetivo General 

Evaluar si la inducción de FKBP51 produce desensibilización en la señalización de 

insulina hepática. 

 

4.4 Objetivos Específicos 

1. Evaluar si los glucocorticoides, a través del receptor de glucocorticoides inducen 

un aumento en la expresión de FKBP51 y desensibilización a la respuesta a insulina. 

 

2. Estudiar si la sobreexpresión de FKBP51 induce desensibilización en la 

señalización de insulina. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Muestra  

Se utilizó la línea celular HepG2, que corresponde a una línea celular establecida a 

partir de un carcinoma hepatocelular de humano – derivada del tejido hepático de 

un varón caucásico de 15 años. 

 

5.2 Definición del diseño de la investigación 

El diseño de estudio es experimental in vitro. Los experimentos fueron realizados al 

menos en tres repeticiones independientes por condición experimental. 

 

5.3 Diseño experimental  

Objetivo 1: Evaluar si los glucocorticoides, a través del GR inducen aumento 

en la expresión de FKBP51 y desensibilización a la insulina. 

Para evaluar si los GCs inducen un aumento en la expresión de FKBP51 se utilizó 

la línea celular HepG2 se estimuló por 24 h con dexametasona 1 µM, donde se 

evaluó la expresión de FKBP51 mediante Western blot. Para determinar el papel 

del GR se utilizó el antagonista RU486 10 µM. También, se evaluó la expresión de 

las proteínas G6P, PEPCK1, GAPDH y los niveles de FKBP51 por Western blot. 

 

Objetivo 2: Estudiar si la sobreexpresión de FKBP51 induce desensibilización 

en la señalización de insulina. 

Para estudiar el efecto de la sobreexpresión de FKBP51 se transfectó el plasmidio 

FKBP5 Myc-DDK-tagged, con el fin de determinar si el aumento de la expresión de 

FKBP51 afecta la respuesta de la cascada de insulina mediante la evaluación de 

los niveles de la forma fosforilada y total de Akt por Western blot. También, se 

estimuló la línea celular HepG2 con dexametasona 1 µM por 24 h y en los 30 

minutos finales se estimuló con insulina 100 nM con el fin de determinar si FKBP51 

disminuye la respuesta de la insulina mediante la evaluación de los niveles de la 

forma fosforilada y total de Akt y GAPDH por Western blot.  
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5.4 Definición de Conceptos y Variables 

 Tipo de Variable Método 

Variables independientes 

Dexametasona Categórica Western blot 

Insulina (INS) Categórica Western blot  

Plasmidio FKBP51 Categórica Western blot 

RU486 Categórica Western blot  

Variables dependientes 

FKPB51 Cuantitativa continua Western blot  

p-Akt Cuantitativa continua Western blot  

Akt-total Cuantitativa continua Western blot  

G6P Cuantitativa continua Western blot 

PEPCK Cuantitativa continua Western blot 

 

5.5 Métodos 

5.5.1 Reactivos 

Los siguientes reactivos se adquirieron de Thermo Fisher Scientific: medio 

modificado de Dulbecco (DMEM), medio de suero reducido Opti-MEM, 

Lipofectamine 2000, gelatina, tripsina-EDTA 1x anticuerpo anti GAPDH (cat. 

G9545), o-fenilendiamina (OPD), dodecilsulfato de sodio (SDS), acrilamida, bis-

acrilamida, glicina, glucosa, Tris base (tris (hidroximetil) aminometano) y Kit BCA. 

Los anticuerpos secundarios policlonales tanto de ratón (#402335) como de conejo 

(#401315) se obtuvieron en Calbiochern. Los anticuerpos para p-AKT Ser473 

(#9271), AKT (#9272), FKBP51 (#12210), G6P (#8866), PEPCK se obtuvieron en 

Cell Signaling. De Gibco BRL se obtuvo el suero fetal bovino (FBS). La insulina, 

Dexametasona, RU486 provendrán de Sigma-Aldrich Corp. El plásmido control 

pCMV6-Entry y el plásmido FKBP5-Myc-DDK fueron obtenidos en Origene. Todos 

los otros compuestos orgánicos e inorgánicos, sales, ácidos y solventes se 

adquirieron en Merck.  
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5.5.2 Cultivo Celular 

La línea celular HepG2 fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, 

CRL-2254). Éstas se cultivaron en DMEM suplementado al 10% con suero fetal 

bovino (FBS por sus siglas en inglés) más 1% de antibióticos. Las células se 

mantuvieron en placas de cultivo de 100 mm a 37°C, en una atmósfera humidificada 

con 5% de CO2 y 95% de aire, cambiando el medio cada 3-4 días hasta que las 

células alcanzaron una confluencia aproximada del 90%. Una vez alcanzada esta 

densidad, se removió el medio y se lavó con 2 mL de Tampón fosfato salino (PBS). 

Luego, las células se incubaron con 2 mL de tripsina-EDTA al 0,05% durante 10 

min, para posteriormente centrifugarlas a 12.000 rcf por 5 min. Después se eliminó 

el sobrenadante, el sedimento celular se resuspendió en medio de cultivo y se 

sembró en una placa de cultivo. 

5.5.3 Estimulación con Dexametasona 

Para la estimulación con Dexametasona (SIGMA D2915-100mg), se pesaron 85, 28 

mg de dexametasona soluble en agua y se diluyó en 10 mL de PBS estéril para 

obtener una solución de 1 mM, se alicuotó en tubos eppendorf ámbar de 1.5 mL y 

se almacenó a 4°C para su posterior utilización. Se sembraron las células HepG2 

en placas de cultivo de 35 mm con DMEM + 10%  SFB, hasta que las células 

alcanzaron una confluencia aproximada al 80%. Una vez alcanzada la confluencia 

deseada, se lavó con PBS 1x estéril 3 veces y se colocó nuevo medio de cultivo. Se 

roció con etanol (alcohol 70%) un tubo ámbar con el preparado de Dexametasona 

1 mM y se dejó dentro de la campana. De este tubo de DEX 1 mM, 1 µL de Dex por 

1 mL de medio nos dejará con un estímulo de 100 µM de DEX. Entonces, se 

incorporó 1 uL por cada 1 mL de medio, se incorporó al centro y se cerró la placa 

de cultivo, se movió suavemente y se rotuló escribiendo DEX, se dejaron las placas 

en el incubador por un período de estimulación de 24 h. Una vez terminado el 

estímulo se sacó la placa del incubador, se lavó fuera de la campana 3 veces con 

PBS frío. 
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5.5.4 Estimulación con Insulina 

Para la estimulación con Insulina (SIGMA I0516-5mL (10 mg/ml)), se rociaron con 

etanol todos los implementos a utilizar para su preparación, entre estos una gradilla 

para tubos eppendorf de 200 µL, 40 tubos eppendorf y finalmente la insulina que se 

guarda en refrigerador a 4°C, se ingresaron en la campana. Se tiene una solución 

stock de insulina de 1.722 mM, la cual llevaremos a una solución de trabajo de 166.7 

µM, para esto tomaremos 97 µL de la solución stock y lo disolveremos en 1000 µL 

de PBS 1x estéril en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Alicuotaremos en los tubos 

eppendorf de 200 µL una cantidad de 25 µL de la solución de trabajo (lo que dejará 

un total de 40 tubos eppendorf). Almacenaremos los tubos preparados dentro de un 

tubo falcon de 50 µL a -20°C para su posterior utilización y se rotulará con la 

inscripción insulina. Para la estimulación, se sembraron las células HepG2 en placas 

de cultivo de 35 mm con DMEM + 10% SFB, hasta que las células alcanzaron una 

confluencia aproximada al 80%. Una vez alcanzada la confluencia deseada, se lavó 

con PBS 1x estéril 3 veces y se colocó DMEM sin SFB, ya que el suero interfiere en 

la señalización de insulina por poseer factores de crecimiento, entre otros. Luego 

para estimular, se tomó un tubo eppendorf de 25 µL y se descongelo a temperatura 

ambiente. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se agregaron 980 µL de PBS 1x. Del 

tubo de insulina ya descongelado se incorporaron 20 µL y se disolvió en el tubo con 

PBS, se disgregó la solución para que se mezclará. Ahora, en mis placas a estimular 

incorporé30 µL de la mezcla preparada por cada mL de medio, para obtener una 

concentración de 100 nM. Después de estimular, lo que sobra del tubo preparado 

se debe botar. Se estimuló fuera de la campana por un período de 30 minutos, se 

cerró y rotuló la placa, se dejó en la incubadora por el tiempo indicado. Una vez 

terminado el estímulo, se sacó la placa del incubador, se lavó fuera de la campana 

3 veces con PBS frío. 

5.5.5 Estimulación con RU486 

Para estimular con RU486 (SIGMA M8046), se deben pesar 42.96 mg de RU en 

balanza analítica en un tubo eppendorf. Bajo la campana agregar 100 µL de DMSO 

y se debe resuspender. Luego, pasar el contenido a un tubo ámbar y rotular como 
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RU 10 mM, guardar a -20°C. Se sembraron las células HepG2 en placas de cultivo 

de 35 mm con DMEM + 10% SFB, hasta que las células alcanzaron una confluencia 

aproximada al 80%. Una vez alcanzada la confluencia deseada, se lavó con PBS 

1x estéril 3 veces y se colocó nuevo medio de cultivo. Se roció con etanol (alcohol 

70%) un tubo ámbar con el preparado de RU 10 mM y se dejó dentro de la campana. 

De este tubo se utilizó una concentración de 10 µM de RU por un período de tiempo 

de 24 horas. Después de estimular, se cerró y rotuló la placa como RU, se dejó en 

la incubadora por el tiempo indicado. Una vez terminado el estímulo, se sacó la 

placa del incubador, se lavó fuera de la campana 3 veces con PBS frío. 

5.5.6 Transfección de Plásmido  

Para la transfección se utilizó el protocolo con Lipofectamine® 2000, para esto se 

sembraron las células HepG2 en placas de cultivo de 35 mm con DMEM + 10% 

SFB, hasta que las células alcanzaron una confluencia aproximada al 60%. Una vez 

alcanzada esta densidad, 1 hora antes de transfectar se lavó con PBS 1x estéril y 

se cambió el medio normal a medio sin suero (ya que suero y antibióticos interfieren 

con la transfección) Opti-MEM (Thermo Fisher 31985062). Bajo la campana se 

preparó la mezcla de reactivos a utilizar para obtener una concentración de 

plásmido 1 µg/uL, compuesta por la Solución A (5 µg de DNA + 250 µL OptiMEM) 

que se dispuso en un tubo eppendorf de 1.5 mL y la Solución B (6 µL Lipofectamine 

+ 250 µL OptiMEM) que también se dispuso en un tubo eppendorf de 1.5 mL, tubos 

que se resuspendieron de forma suave 3 veces y se dejaron incubar por 5 minutos 

dentro de la campana. Por otro lado, se dejó el OptiMEM en baño termoregulado a 

37°C, ya que se utiliza nuevamente. Pasado los 5 minutos, se tomó el contenido del 

tubo con la solución B y se colocó en el tubo con la solución A, se resuspendió 3 

veces de forma suave y se dejó incubando 20 minutos. Mientras pasa el tiempo de 

incubación, se lavaron los cultivos celulares 3 veces con PBS 1x estéril, se agregó 

a cada pocillo 500 µL de OptiMEM. Una vez transcurrido el tiempo de incubación 

del plásmido, se agregó de la mezcla 80 µL a cada pocillo, moviendo suavemente 

la placa para una mejor distribución de la mezcla de plásmidio, luego se incubó por 

toda una noche, y por la mañana se aspiró el medio OptiMEM y se dejó con medio 

normal (DMEM + 10% FBS + A) por 3 horas para que las células se recuperan.  
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5.5.7 Cuantificación de proteínas 

Luego de que se realizaron las estimulaciones en los cultivos, las células se lavaron 

3 veces con PBS 1x frio (NaCI 137 mM (Winkler SO-1455); KCI 2,7 mM (Winkler 

PO-1260); Na2HPO4 10 mM (Merk 106586); KH2PO4 2 mM (Merk 104873); pH 7,4) 

sobre hielo para mantener frías las muestras, y se aspiró todo el volumen para evitar 

la dilución de la muestra. Se lisaron las muestras con 50 µL de buffer de lisis T-PER 

(Tissue Protein Extraction, Thermo Scientific 78510) que se encuentra alicuotado y 

guardado -20°C, este se encuentra suplementado con un inhibidor de fosfatasas 

(Roche 04906845001) y un inhibidor de proteasas (Roche 04693159001). Se 

procedió a raspar las placas con rastrillo para células, se extrajo el contenido de 

cada placa de cultivo transfiriendo el lisado a un tubo eppendorf. Las muestras se 

mantuvieron sobre hielo, luego se centrifugaron a 12.000 RPM por 10 min a 4ºC 

para eliminar la fracción nuclear, donde se retiró el sobrenadante que fue 

traspasado a un nuevo tubo eppendorf y se descartó el pellet en cada ocasión. Para 

la cuantificación de proteínas se utilizará el Kit de análisis de proteínas BCA 

(Thermo Fisher 23227) siguiendo las indicaciones del fabricante. La solución de 

trabajo de BCA (ácido bicinconínico) se debe preparar en un tubo falcon de 15 o 50 

mL dependiendo de las muestras que yo tenga para analizar. Se debe realizar una 

mezcla, donde en cada pocillo se debe incorporar 200 µL de BCA stock más 4 µL 

de sulfato de cobre por muestra, entonces según mi número de muestras a 

cuantificar debo calcularlo. Luego en el tubo se debe incorporar BCA primero y luego 

el cúprico, mezclar 3 veces y dejarlo en hielo. Ahora, en una placa de 96 pocillos se 

agregan 2 µL de muestra, 200 µL de la solución de trabajo y 23 µL de buffer de lisis 

(T-PER sin inhibidor de proteasas y fosfatasas) por duplicado para cada muestra y 

para el blanco se agregan 200 µL de solución de trabajo y 25 µL de buffer de lisis. 

Incubar la placa por 30 minutos a 37°C envuelta en alusa foil. Finalmente, medir la 

absorbancia de las muestras en espectrofotómetro a 562 nm. Se diseñó una curva 

de calibración para los cultivos celulares cada un mes, donde se pesó 2 mg de 

albúmina en polvo (almacenada a 4°C) en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se diluyó 

en 1 mL de agua destilada y se eligieron los puntos de calibración 0-0.5-1.0-1.5-2.0, 

donde utilizando el protocolo de 200 µL de solución de trabajo BCA más 25 µL se 
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midió la absorbancia (562 nm) de cada punto con cada concentración conocida de 

albúmina y se realizó por duplicado. Se determinó en una hoja de cálculo Excel el 

promedio de duplicados y se restaron los blancos, se graficó la curva de calibración 

para obtener la ecuación de la recta y con esta poder conocer la concentración de 

proteínas de cada muestra. 

5.5.8 Western Blot  

Las muestras fueron llevadas a un volumen final de 100 µL y 3,5 µg/µL 

concentración de proteínas que contiene la muestra de células, en buffer de carga 

amortiguador SDS-PAGE 5% de gel concentrador y 10% de gel separador. Luego, 

se deben desnaturar las muestras por 5 minutos a 95ºC en placa calefactora. Las 

proteínas se separan en base a su masa molecular por medio de electroforesis en 

geles de SDS-poliacrilamida al 10 o 12%, según corresponda, los cuales se 

cargaron con alrededor de 30 µg de extracto de proteínas, y se realiza la migración 

de las proteínas en la cámara de Western Blot Bio-Rad® (Mini-Vertical 

PAGE/Blotting System, California, USA) a 80 V constante. Una vez realizada la 

electroforesis, las proteínas se electrotransfieren a una membrana de PVDF 

previamente activada con metanol, luego se programa el equipo Transblot (BioRad, 

Hercules, Ca, EEUU) según el peso molecular de la proteína de interés. 

Posteriormente, se agrega solución de bloqueo (5% de leche semidescremada en 

TBS-T) durante 1 hora a temperatura ambiente y se elimina la solución de bloqueo. 

Se incuba con anticuerpo primario según mi proteína de interés se utilizaron los 

siguientes anticuerpos: FKBP51 (1:1000, #12210S, Cell Signaling), G6P (1:500, 

#83690, Abcam), PEPCK1 (1:1000, #12940, Cell Signaling), Phospho-Akt Ser473 

(1:1000, #9271, Cell Signaling), Akt-T (1:1000, #9272, Cell Signaling) y GAPDH 

(1:5000, #MAB374, Sigma) a 4ºC en agitación durante toda la noche. Luego, la 

membrana se lavó con 3 veces TBS-T y se incubó durante 1 hora a temperatura 

ambiente con anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (1:5.000, #402335, 

Calbiochem) o anti-IgG de conejo (1:5.000, #401315, Calbiochem) según 

corresponda. Una vez incubada la membrana, prepararse para revelarla. En un tubo 

eppendorf de 2 mL agregar soluciones quimioluminiscentes, realizar mezcla de 

solución A (BI 20-500-1000A) y B (BI 20-500-1000B) (4°C), 1 mL cada uno. Colocar 
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membrana y agregar la mezcla (1:1 de A:B). La intensidad de la banda es 

determinada por C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR, USA) y se cuantifica a través del 

software Image Studio Lite. 

 

5.6 Análisis estadístico 

Se realizaron entre 3 a 5 experimentos independientes, donde todos los datos son 

presentados como media ± error estándar de la media (EEM). Se realizó un análisis 

estadístico por ANOVA de una vía, seguido de un test post-hoc de Tukey. Se 

determinó un nivel de significancia estadística con un valor p<0,05. Los análisis 

estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism versión 7.0, San 

Diego, CA, USA. 
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6. RESULTADOS 

La presente tesis estudió el efecto de la inducción de la proteína de respuesta al 

estrés FKBP51 por glucocorticoides sobre la señalización de insulina hepática en la 

línea celular HepG2. 

Para estudiar el efecto de los glucocorticoides en la expresión de la proteína 

FKBP51, las células fueron expuestas a condición control (CO) o al agonista del 

receptor de glucocorticoides (GR) sintético dexametasona por 24 h a una dosis de 

1 M (DEX) o en presencia del antagonista del GR RU486 por 24 h a una dosis de 

10 µM (RU) o a la combinación de dexametasona y RU486 (DEX+RU) (Figura 2). 

Se evaluó la expresión de las proteínas FKBP51, PEPCK1, G6P y GAPDH en 

células hepáticas HepG2 mediante Western blot (Fig. 2A). En los resultados se 

observa un aumento significativo del nivel de la proteína de estrés FKBP51 en 

presencia de dexametasona (p<0.0001) (Fig. 2B). Sin embargo, dexametasona no 

modificó los niveles proteicos de las proteínas G6P y PEPCK1 (Fig. 2C-D). 

También, se evidencia que la expresión de FKBP51 es inducida por la activación 

del GR, ya que el uso de RU486 previene el aumento de expresión de FKBP51 

inducido por dexametasona (Fig. 2B). En resumen, los resultados indican que el 

GC sintético dexametasona logra aumentar de forma significativa la expresión de la 

proteína FKBP51 a través del GR, aumento que es capaz de ser prevenido por el 

uso del antagonista RU486.   

 
Figura 2. Los GCs aumentan la expresión de FKBP51 a través del GR. (A) Western Blot representativos de los niveles de 

PEPCK1, FKBP51, G6P y GAPDH en los lisados de células HepG2, expuestas a dosis de 10 µM de RU486 (antagonista del 

GR), en presencia y ausencia de 1 µM de DEX estimuladas por 24 h. (B,C,D) Cuantificaciones de los Western Blot mostrados 

en A. Datos expresados como promedio ± EEM. ANOVA de una vía, post Hoc de Tukey´s. *p<0.0001 n=3-5. 
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En relación con la señalización de insulina se determinó si la expresión de FKBP51 

afecta la respuesta de insulina. En este sentido, se determinaron los niveles 

proteicos de las proteínas FKBP51, la forma fosforilada y total de Akt y GAPDH en 

células hepáticas HepG2 mediante Western blot (Fig. 3A), las que fueron expuestas 

a condición control (CO) o insulina estimuladas en los 30 minutos finales con una 

concentración de 100 nM (INS) o al agonista del GR dexametasona estimuladas por 

24 h a una dosis de 1 µM (DEX) o expuestas a dexametasona 1 µM por 24 h y en 

los 30 min finales con insulina 100 nM (DEX+INS) (Figura 3). Los resultados 

muestran que el incremento de la fosforilación de Akt inducida por insulina se ve 

significativamente disminuida en presencia de dexametasona (p<0.0001) (Fig. 3C), 

esto asociado a un aumento significativo en los niveles de la proteína FKBP51 

(p<0.0001) (Fig. 3B), lo que muestra que el aumento de la proteína FKBP51 es 

concomitante con una menor señalización de insulina en las células HepG2.    

 

 

Figura 3. Los glucocorticoides inducen desensibilización del receptor de insulina coincidente con un aumento de la 

expresión de FKBP51. (A) Western Blot representativos de los niveles de p-AKT, AKT-T, FKBP51 y GAPDH en los lisados 

de células HepG2, expuestas a dosis de 100 nM de insulina por 30 minutos finales, en presencia y ausencia de dexametasona 

(1 µM por 24 h). (B, C) Cuantificaciones de los Western Blot mostrados en A. Datos expresados como promedio ± EEM. 

ANOVA de una vía, post Hoc de Tukey´s. *p<0.0001 n=4. 
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Por otra parte, para determinar el efecto de la proteína FKBP51 sobre la 

señalización de insulina independiente de otros efectos inducidos por 

dexametasona, se realizó la sobreexpresión de FKBP51 mediante la transfección 

del plasmidio FKBP5 Myc-DDK-tagged y se utilizó como control la transfección del 

plasmidio pCMV6-vacío. Para corroborar si la transfección del plasmidio aumentó 

los niveles de FKBP51, se determinaron los niveles de FKBP51 por Western blot 

(Fig. 4A). Para evaluar el efecto sobre la señalización de insulina, las células 

transfectadas fueron estimuladas con insulina y se determinó la forma fosforilada y 

total de Akt por Western blot (Fig. 4B). Los resultados muestran que la 

sobreexpresión de FKBP51 induce una disminución significativa en la respuesta a 

insulina determinada por la fosforilación de Akt (p<0.008) (Fig. 4B).  

 
Figura 4. La sobreexpresión de FKBP51 induce una disminución en la respuesta a insulina. Sobreexpresión de la 

proteína FKBP51 mediante la transfección de un plasmidio (FKBP5 Myc-DDK-tagged). (A) Western Blot representativos de 

los niveles de p-AKT y AKT-T en los lisados de células HepG2. (B) Cuantificaciones de los Western Blot mostrados en A. 

Datos expresados como promedio ± EEM. ANOVA de una vía, post Hoc de Tukey´s. *p<0.0001 **p<0.05 n=4. 
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7. DISCUSIÓN 

Diversos estudios han demostrado las consecuencias fisiopatológicas de los niveles 

plasmáticos elevados de GCs en el organismo (45,46). El estrés crónico es un factor 

de riesgo importante para la obesidad y las enfermedades metabólicas. En este 

sentido, los GCs se utilizan ampliamente como tratamiento en la práctica clínica de 

trastornos inflamatorios, enfermedades autoinmunitarias y estrés. La exposición 

crónica a GCs produce una mala adaptación metabólica y consecuentemente una 

desregulación homeostática de la glucosa. Además, en humanos aumenta la 

ingesta de alimentos causando obesidad lo que altera la composición corporal, 

incluyendo la expansión de los depósitos de tejido adiposo, alteración del 

metabolismo y acción de la insulina, eventos que producen hiperglucemia y 

dislipidemia. Los GCs inducen liberación sustratos energéticos y así asegurar su 

disponibilidad para la oxidación mitocondrial durante el estrés, donde mejora la 

degradación de proteínas musculares, la lipólisis del tejido adiposo, la 

gluconeogénesis hepática y la reducción de la utilización de glucosa, efectos que 

elevan las concentraciones de glucosa circulante. Por lo que, estas vías metabólicas 

conducen a un depósito excesivo de triglicéridos hepáticos (47,48). Asimismo, 

NAFLD proviene de un desequilibrio entre síntesis, catabolismo y transporte de 

TAG. El influjo excesivo de ácidos grasos hacia el hígado y la RI juegan un papel 

fundamental en la patogénesis de NAFLD (8-11). NAFLD se asocia a los diferentes 

componentes del síndrome metabólico especialmente obesidad, DT2, RI y 

dislipidemia, de manera que es considerado como el componente hepático y está 

aumentando en todo el mundo en paralelo con el incremento de estas 

enfermedades (1,2,10). Estos antecedentes nos llevaron a la investigación del 

vínculo entre la proteína de respuesta a estrés FKBP51 y el metabolismo de 

carbohidratos, a través de la cascada de señalización de la insulina. Sobre estas 

bases, el objetivo principal de esta tesis fue evaluar si la inducción de FKBP51 por 

GCs producía desensibilización en la señalización de la insulina hepática.  

El primer resultado obtenido fue el efecto de los GCs en la expresión de la proteína 

FKBP51, que demostró una asociación significativa entre la exposición al GC 

dexametasona y el aumento en la expresión de la proteína de estrés FKBP51 en 
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células HepG2. Este resultado está en concordancia con el de otros estudios, donde 

se ha descrito que los GCs aumentan la expresión de la proteína FKBP51 (49,50). 

Un estudio demostró que el tratamiento con dexametasona produce una inducción 

mucho más prominente de la expresión de FKBP51 en tejidos donde su expresión 

basal es típicamente baja, como el núcleo paraventricular hipotalámico o la 

amígdala central (51). De igual modo, otro estudio demostró que el ARNm de 

FKBP51 está regulado positivamente en la corteza, hipocampo, amígdala e 

hipotálamo de ratones, a 4 y 8 h después de la estimulación con dexametasona 

(52). También, en otro estudio se encontró que la expresión del gen de FKBP51 en 

tejido pulmonar aumentó marcadamente después del tratamiento con 

dexametasona en un modelo murino de asma (53). Del mismo modo, en otro estudio 

la exposición a la dexametasona demostró la expresión de FKBP51 en el tejido 

adiposo subcutáneo y omental (37). Concordantemente, se demostró que animales 

expuestos a un procedimiento de estrés crónico mostraban una alteración un 

aumento del GR y FKBP51 (54).  

Para determinar si la expresión de la proteína FKBP51 es inducida por la activación 

del GR, se demostró que el uso del antagonista del GR RU486 (mifepristona) 

previno el aumento de la expresión de la proteína FKBP51 inducido por 

dexametasona en células HepG2. El antagonismo del GR con RU486 se ha utilizado 

en pacientes con síndrome de Cushing, mejorando la hiperglicemia, la RI y 

disminuyendo la adiposidad en estos sujetos (55,56). En otro estudio, se evidenció 

que el tratamiento con RU486 en ratas pudo normalizar los parámetros inducidos 

por el estrés crónico (57). Asimismo, se sabe que FKBP51 al regular negativamente 

GR reduce la unión de GCs, se retrasa la traslocación nuclear y en consecuencia 

se disminuye la actividad transcripcional dependiente de GR (58). En este sentido, 

los efectos de FKBP51 sobre la señalización de GR tienen implicaciones 

importantes para la regulación de la respuesta al estrés, ya que GR media la 

terminación de la respuesta al estrés. Por esto, niveles más altos de ARNm de 

FKBP51 se asocian con niveles más altos de cortisol circulante y una inhibición por 

retroalimentación negativa reducida de la respuesta al estrés (59). En este estudio, 

hemos mostrado que en la línea celular HepG2 la proteína de estrés FKBP51 
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aumenta su expresión en respuesta al GC sintético dexametasona mediante la 

activación del GR.  

Posteriormente, con el antecedente de que la unión GC-GR activa la expresión de 

genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos, entre los que se 

encuentran los genes de las enzimas PEPCK1 y G6P, enzimas claves que regulan 

la gluconeogénesis. Quisimos determinar si la expresión de ambas proteínas eran 

inducidas por el GC sintético dexametasona, donde se demostró que dexametasona 

no modificó significativamente ni los niveles proteícos de PEPCK1 y tampoco de la 

proteína G6P en células HepG2. También, quisimos determinar si la expresión de 

las proteínas PEPCK1 y G6P eran inducidas por la activación del GR, se demostró 

que no hubieron diferencias significativas en ambas proteínas. Nuestros resultados 

difieren con la literatura, en donde un estudio nos muestra que los GCs estimulan la 

gluconeogénesis mediante la inducción de PEPCK1 y G6P (48). Asimismo, en otro 

estudio realizado en tejido de ratón donde se analizó la expresión de las proteínas 

PEPCK1 y G6P, se evidenció que ambas proteínas se expresaron más en el grupo 

tratado con dexametasona que en el grupo control (p<0.01) (60). Igualmente en otro 

estudio, se demostró que los GCs activan la transcripción de las enzimas PEPCK1 

y G6P (61).  

Ahora, basándonos en el hallazgo de que la proteína FKBP51 actúa como regulador 

negativo de la Akt, un nodo central de la vía de señalización de la insulina (40), 

examinamos la cascada de señalización de la insulina hepática, donde encontramos 

que la inducción de la proteína FKBP51 por dexametasona se asocia a una 

disminución de la fosforilación de Akt inducida por insulina. En contraste, un estudio 

mostró que la proteína FKBP51 regula el metabolismo de la glucosa en ratones, a 

través de la regulación de la señalización de AKT2-AS160, la expresión del 

transportador de glucosa y la captación de glucosa en miotubos (42). Puesto que, 

es bien sabido que la vía de señalización de Akt es un actor fundamental en el 

control de la función celular y su actividad puede ser modulada por el estado de 

fosforilación de dos sitios Ser473 y Thr308, en un estudio se mostró que FKBP51 

regula la actividad de Akt y funciona interfiriendo con su fosforilación a través de un 

mecanismo de andamiaje (40,62). Como se sabe, la actividad de Akt está 
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estrictamente regulada en condiciones normales; Sin embargo, en otro estudio se 

demostró que la proteína FKBP51 a través de múltiples dominios interactúa con la 

quinasa Akt en un modelo celular HEK293 (63). Para determinar si FKBP51 

disminuye la señalización de insulina en las células HepG2, sobreexpresamos la 

proteína FKBP51 y observamos una disminución a la respuesta a insulina en las 

células HepG2. Por lo tanto, la presencia de GCs disminuye la respuesta de insulina, 

lo que indica que el aumento de la proteína de respuesta a estrés FKBP51 podría 

afectar la vía de señalización de la insulina en células HepG2.  

Sin embargo, existen experimentos que no fueron posibles de realizar, debido a 

diversas circunstancias no se pudieron llevar a cabo. Estos nos hubieran permitido 

tener un panorama más específico acerca de los efectos inducidos por los GCs. 

Uno de ellos era probar el inhibidor químico selectivo SAFit2, para saber si los 

efectos inducidos por el GC dexametasona eran dependientes de la proteína 

FKBP51. En relación a lo expuesto, es importante decir que el antagonista del GR 

SAFit2 tiene una alta selectividad para FKBP51 (43). En este contexto, un estudió 

sugirió que el inhibidor selectivo SAFit2 modula la regulación de FKBP51 a través 

de la sensibilidad de GR, donde la inhibición farmacológica de FKBP51 protege del 

aumento de peso inducido por una dieta alta en grasas y además muestran una 

mejor tolerancia a la glucosa (43,64). Además, se sabe que la proteína FKBP51 es 

un regulador negativo de la vía de señalización del GR que regula el circuito de 

retroalimentación de GCs inducido por el estrés (25-27,65). Por esto, en otro estudio 

realizado en un modelo de ratón se utilizó la inhibición farmacológica selectiva de 

FKBP51 con SAFit2, donde se mostró reducción del consumo de alcohol y sus 

efectos (66).  

La insulina es una hormona clave que controla la homeostasis de la glucosa, por lo 

que, un experimento relevante por hacer, sería profundizar en la respuesta de la 

insulina sobre la producción hepática de glucosa (HGP), que nos entregaría un 

mejor panorama de la acción de insulina sobre la regulación del metabolismo de la 

glucosa en las células hepáticas. En este sentido, un estudio en modelo animal nos 

muestra que la deleción del receptor de insulina hepático conduce a intolerancia a 

la glucosa y RI en ratones. Como sabemos, en el hígado la insulina suprime la 
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gluconeogénesis al inhibir las transcripciones de los genes PEPCK1 y G6P. Por 

consiguiente, la pérdida genética de la insulina hepática es esencial para la 

regulación del metabolismo de la glucosa (14,67).  

Finalmente, el estudio de FKBP51 como vínculo molecular entre el estrés y los 

trastornos metabólicos es importante, debido a recientes estudios que señalan la 

participación de esta proteína como un objetivo terapéutico prometedor para el 

tratamiento de comorbilidades relacionadas tanto con el estrés y los trastornos 

psiquiátricos y problemas metabólicos relacionados con la obesidad, como la 

hiperglucemia, RI, diabetes tipo 2, hipertensión, dislipidemia y NAFLD (68). Con 

estos resultados iniciales podemos sugerir un efecto de FKBP51 sobre la 

señalización hepática de insulina, donde su aumento se relacionó a una disminución 

en la respuesta a insulina. En conjunto, estos datos son los primeros en implicar a 

FKBP51 en la regulación de la señalización de la respuesta de insulina en células 

HepG2. 
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8. CONCLUSIÓN 

En este trabajo se evaluó si la inducción de la proteína de respuesta a estrés 

FKBP51 por GC se asocia a desensibilización en la señalización de insulina en la 

línea celular hepática HepG2. Con los antecedentes expuestos y los resultados 

obtenidos, podemos concluir que: 

 El GC dexametasona agonista del GR, es capaz de aumentar la expresión de la 

proteína de respuesta a estrés FKBP51 mediante la activación del GR en células 

HepG2. 

 El aumento en los niveles de la proteína FKBP51 inducido por dexametasona es 

coincidente con la disminución de la fosforilación de Akt. 

 Al no poseer resultados del inhibidor químico selectivo para FKBP51 “SAFit2”, no 

es posible señalar que los efectos inducidos por dexametasona en la respuesta 

a insulina sean dependientes de la proteína FKBP51. 

 La sobreexpresión de FKBP51 indujo una disminución en la respuesta a insulina 

mediante la p-Akt, por tanto FKBP51 induce desensibilización en la señalización 

de insulina hepática. 

En conclusión, hemos demostrado que el aumento de la proteína de estrés FKBP51 

a través de la sobreexpresión se relaciona con una desensibilización en la 

señalización de insulina en la línea celular hepática HepG2.  
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10. ANEXOS 

Anexo 1. Prevalencia mundial estimada de NAFLD (%). 

 


