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Resumen: Algunos microorganismos patdgenos aumentan su proliferacion al cultivarlos en presencia de insulina, por lo tanto, la
hiperinsulinemia podria influir sobre las infecciones de pacientes diabéticos. En este trabajo se determind el efecto de la insulina sobre
el crecimiento y expresion de proteinas celulares de Klebsiella pneumoniae aislada de pie diabético. Las bacterias se cultivaron en medio
Luria-Bertani en presencia o en ausencia de insulina humana. El crecimiento se determiné midiendo la DO, de los cultivos hasta alcanzar
la fase estacionaria; se colectaron bacterias a diferentes tiempos para extraer sus proteinas celulares (extractos) y analizarlas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y densitometria cuantitativa. En presencia de insulina (0,5 U/mL) el crecimiento bacteriano
se incremento en 40% respecto al control en las fases logaritmica temprana y media. Todos los perfiles electroforéticos de los extractos
mostraron 27 bandas polipeptidicas (rango 150-9 kDa). La expresion del 41% de estas bandas aumento6 en los extractos de las bacterias
cultivadas con insulina, respecto a los controles, mientras que la expresion del 22% disminuy6. Los resultados indicaron que la insulina
increment6 la proliferacion y modulo la expresion genética de K. pneumoniae, sugiriendo que la hiperinsulinemia podria favorecer la
severidad de infecciones en pacientes diabéticos.
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Effect of human insulin on growth and cellular protein expression of
Klebsiella pneumoniae isolated from diabetic foot infections

Abstract: Some pathogens increase their proliferation when cultured in the presence of insulin, therefore, hyperinsulinemia may influence
diabetic infections. In this work we determine the effect of insulin on growth and cellular protein expression from Klebsiella pneumoniae
isolated from diabetic foot infections. Bacteria were grown in Luria-Bertani medium in the presence and absence of human insulin. Growth
was determined by measuring OD of the cultures until reached the stationary phase. In order to extract cellular proteins, bacteria were
collected at different times to obtain extracts that were analyzed by electrophoresis on SDS-polyacrylamide gels and quantitative densitometry.
In the presence of insulin (0.5 U/mL) bacterial growth increased by 40% compared with control in the early and middle logarithmic
phase. All electrophoretic profiles of the extracts showed 27 polypeptide bands (range 150-9 kDa). The expression of 41% of these bands
increased in extracts from bacteria grown with insulin when compared with controls, whereas protein expression decreased by 22%. The
results indicated that insulin increased K. pneumoniae proliferation and modulated gene expression, suggesting that hyperinsulinemia could
contribute to the severity of the infections in diabetic patients.
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Introduccion

Diversos estudios describen la existencia de proteinas que
se unen a la insulina o de péptidos semejantes a ésta en una
amplia gama de especies, incluyendo protozoarios, hongos

unicelulares y bacterias; ademas, en estos microorganismos
tambiénsehanencontradorespuestas funcionalesalainsulina
de mamiferos [1,2]. Esto indica que la hormona podria
causar los mismos efectos, tanto en los microorganismos
como en las células de eucariotas superiores, tales como
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regulacion de un gran niimero de procesos metabolicos
que incluyen la captacion y metabolizacion de la glucosa,
metabolismo de lipidos, sintesis de proteinas y promocion
de la division y crecimiento celular a través de sus efectos
mitogénicos [3,4]. En el caso de las bacterias, los principales
estudios se han realizado en Escherichia coli, donde se
encontraron evidencias de la presencia de una sustancia
con cierta similitud bioldgica e inmunologica a la insulina
de mamiferos [5]. Por otra parte, se ha demostrado que la
insulina humana incrementa el crecimiento de esta bacteria
en medios de cultivo liquidos como Miieller Hinton o Luria-
Bertani (LB), estimula su adherencia a células epiteliales y
produce cambios en el nivel de expresion de algunas de sus
proteinas citoplasmaticas [6-8]. Estos estudios indicaron
que la insulina humana modul¢ la proliferacion y expresion
genética de E. coli, los cuales son factores que podrian
incidir en su nivel de virulencia.

En los humanos, las alteraciones en la respuesta celular
a la insulina o la resistencia a la accion de esta hormona,
que finalmente afectan su sintesis y secrecion, conducen
al desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), una
de las enfermedades metabolicas mas prevalentes y cuya
caracteristica principal es la hiperglicemia cronica [4]. Los
pacientes con DM2 presentan numerosas complicaciones,
entre ellas, la susceptibilidad a contraer infecciones en
los miembros inferiores, denominadas cominmente pie
diabético. Estas infecciones por lo general tienen una
mayor complejidad y resistencia a los tratamientos que las
observadas con caracteristicas similares en pacientes no
diabéticos [9].

El hecho de que la insulina humana afecte la proliferacion
de una bacteria patdgena para el humano puede tener gran
relevancia clinica, sobre todo en el caso de las infecciones
en los pacientes con DM2. Existe la posibilidad de que la
condicion de hiperinsulinemia, asociada con frecuencia a la
DM2, y también a los estados iniciales de las infecciones
agudas, pueda tener alguna relacion con dicha severidad.
Por lo tanto, resulta de gran interés estudiar el efecto de
la insulina sobre otras bacterias patdgenas relacionadas
con infecciones en pacientes diabéticos, como es el caso
de Klebsiella pneumoniae. Esta bacteria esta asociada a
infecciones respiratorias, del tracto urinario y de tejidos
blandos, ocupando el segundo lugar, después de E. coli,
como causa de bacteriemia por gramnegativos [10]. K.
pneumoniae representa uno de los principales patdgenos
aislados en infecciones de pacientes diabéticos y por ello
constituye uno de los microorganismos mas interesantes
para analizar su comportamiento en presencia de insulina.
Por esta razon, en el presente trabajo se estudio el efecto
de la insulina humana sobre el crecimiento y el nivel de
expresion de proteinas citoplasmasticas de una cepa de K.
pneumoniae aislada de pie diabético, y cultivada en medio
liquido.

Materiales y métodos

Cultivo bacteriano: Se utilizé una cepa de K. pneumoniae,

aislada de tlceras de pie diabético, identificada mediante
pruebas bacterioldgicas de tipificacion convencionales y
criopreservada en medio liquido LB (Triptona 1%, extracto
de levadura 0,5% y NaCl 1%, ajustado a un pH de 7 con
NaOH) con 50% de glicerol, a -80 °C. Cultivos de 30 mL
de medio LB fueron inoculados con bacterias procedentes
de un preinoculo fresco, ajustando a una concentracion
inicial de 1 x 107 células/mL equivalente a 0,05 unidades de
densidad optica a 600 nm (DO,,). Los cultivos se realizaron
en ausencia (control) o en presencia de concentraciones
variables (0,1-0,5) Unidades Internacionales (UIl/mL)
de insulina humana de secuencia regular y accion rapida
(Humulin® R, Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), con
agitacion constante (200 rpm/min) a 37 °C. El crecimiento
celular se siguié midiendo la DO, en los cultivos y/o por
contaje de células en una camara de Neubauer, realizando
un total de 10 ensayos independientes.

Extraccion y andlisis de las proteinas celulares de K.
pneumoniae: Las bacterias cultivadas en las condiciones
antes descritas fueron colectadas en diferentes tiempos del
crecimiento, centrifugando los cultivos a 5.000 rpm por 10
min. El sedimento bacteriano se lavo dos veces con solucion
isotonica (Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; NaCl 0,85% p/v) y se
recuperé nuevamente por centrifugacion. Al sedimento
final se le afiadieron 200 pL de dodecilsulfato sodico (SDS)
al 2% vy la suspension obtenida se incubd con agitacion a
96 °C durante 10 min [7]. La suspension fue centrifugada
(15.000 x g, 15 min) y al sobrenadante (extracto celular)
se le determiné la concentracion de proteinas mediante el
método de Lowry [11]. Se llevaron a cabo cuatro ensayos
independientes para el analisis de las proteinas. Las
proteinas presentes en los extractos celulares se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12,5%
en condiciones desnaturalizantes [12]. Luego de su tincion
con Azul de Coomassie, las imagenes digitalizadas de los
geles se analizaron mediante densitometria cuantitativa en
un equipo GelDoc1000 (BIORAD), usando el programa
Multianalyst (BIORAD) version 7.1.

Analisis estadistico: Se trabajéo con medidas de tendencia
central, determinandose el promedio y desviacion estandar
del crecimiento celular y de la expresion de proteinas
citoplasmaticas, y utilizando los datos de 10 y 4 ensayos
independientes, respectivamente. El analisis del crecimiento
celular se realizd en 12 tiempos diferentes del cultivo y se
probaron cuatro concentraciones de insulina y el control sin
la hormona como variables independientes. El analisis de la
expresion de proteinas citoplasmaticas se llevo a cabo en 10
tiempos diferentes del cultivo bacteriano, en la presencia de
la concentracion de insulina donde se observo el maximo
efecto en la proliferacion celular y en el control. Para
verificar si existian diferencias significativas entre todos los
tratamientos (con insulina y control) y rechazar la hipodtesis
nula, se realizd el analisis de varianza (ANOVA) en cada
tiempo del cultivo. La comparacion entre los diferentes
tratamientos con insulina y el control, tanto para el
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crecimiento celular como para la expresion de proteinas en
cada tiempo del crecimiento bacteriano, se realiz6 aplicando
la prueba de diferencias de medias de Dunnett. También
se aplico la prueba de multiples comparaciones de Tukey
para establecer las diferencias significativas entre todos los
tratamientos (con insulina y control). Valores de p menores
a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos para
un nivel de confianza del 95%. Los analisis se llevaron a
cabo utilizando el software Statistix 8.0 para Windows.

Resultados

Efecto de la insulina humana sobre el crecimiento de K.
pneumoniae: La figura 1A muestra la curva tipica del
crecimiento bacteriano en presencia de insulina (0,5 Ul/mL)
y en ausencia de la hormona durante un lapso de 360 min.
Se observo un incremento en el crecimiento por efecto de la
hormona, el cual se inici6 desde la fase prelogaritmica (0-60
min) y se mantuvo a lo largo de toda la fase logaritmica (~60-
240 min), observandose la diferencia con el control aun en la

A r 20,0
1,6 1
~
] I 16,0 ©
1,2 - =
F 12,0
. ©
a 0,8 L 80 3
--0,5 Ul/mL 3
0,4 4 L 5
=O=Control 40 z
0 ¥Y—"—m——m—————————7———+ 0,0
0 100 200 300 400
Tiempo (minutos)
Insulina
o (uli/mL)
:
2~ ==0,1
0 =
[ -2-0,5
o8
2 & 1,0
20
EC° -0~2,0
S5
2
(&)
0 100 200 300 400
Tiempo (minutos)
(3 *(+)a
* I
12 (+) be
dce I cbde ecd
I - 1
8 08
=
o]
[=]
04
0 r T T T ]
Control 0,1 0,5 1 2

Insulina (U/mL)

Figura 1. Efecto de la insulina sobre el crecimiento de K. pneumoniae. (A)
Curvas de crecimiento bacteriano del control y con 0,5 UI/mL de insulina.
(B) Porcentajes de crecimiento respecto al control durante todo el periodo
del cultivo y en presencia de las concentraciones de insulina indicadas.
(C) DO, a los 150 min de los cultivos del control y en presencia de las
diferentes concentraciones de insulina. Promedio con sus desviaciones
estandar de diez cultivos independientes. Prueba de Tukey (p<0,05):
letras iguales indican grupos homogéneos. Prueba de Dunnett: *(+)
positivamente significativo respecto al control (p<0,05).

fase estacionaria (>240 min). Segun el analisis de varianza
y la prueba de Dunnett, las diferencias con el control fueron
significativamente superiores (0,0030<p<0,0195) desde los
90 hasta los 360 min del crecimiento celular.

Los porcentajes del crecimiento bacteriano en presencia
de diferentes concentraciones de insulina, respecto al
control (Figura 1B), mostraron que los cultivos que
contenian 0,1 y 0,5 Ul/mL de la hormona presentaron las
mayores estimulaciones significativas sobre el control
segun las pruebas aplicadas de comparaciones multiples
(0,0031<p=<0,0348), con maximos alrededor de 20% vy
40% respectivamente. Estas estimulaciones se produjeron
aproximadamente entre los 90 y 150-180 min del cultivo,
los cuales correspondian a las fases logaritmicas temprana
y media, respectivamente. El porcentaje maximo sobre el
control con la concentraciéon de 1 Ul/mL de insulina fue
alrededor de 10% desde los 90 min del crecimiento y no
fue significativo (p>0,05). Los cultivos con 2 Ul/mL de
insulina tampoco produjeron diferencias significativas en el
crecimiento al compararlas con el control (p>0,05), aunque
se observd una tendencia inhibitoria que podria indicar
que a concentraciones elevadas de la hormona el efecto
estimulante sobre la proliferacion celular disminuye. En la
figura 1C se muestra un ejemplo de los promedios de las
DO,,, de varios cultivos con y sin la insulina, a un tiempo de
crecimiento 150 min, donde se observaron estimulaciones
maximas y significativas sobre el control con 0,1 y 0,5 Ul/
mL segun el andlisis de varianza y la prueba de Dunnett
(p=0,0032). La prueba de Tukey también indico, a este
tiempo del cultivo, que la estimulacion con 0,5 Ul/mL fue
significativamente superior a la observada con 0,1 Ul/mL
(p<0,05). No hubo diferencias con el control para 1 y 2 Ul/
mL de insulina (p>0,05).

Efecto de la insulina sobre la expresion de proteinas
celulares de K. pneumoniae: El analisis electroforético de
las proteinas celulares totales, de bacterias del control y
cultivadas en presencia de la concentracion de insulina de
mayor efecto en la proliferacion (0,5 Ul/mL), se observa en
la figura 2. El perfil electroforético fue similar para todos
los extractos analizados a los diferentes tiempos del cultivo,
mostrando un aproximado de 27 bandas polipeptidicas
en el rango de 150 a 9 kDa, las cuales variaron en sus
intensidades de acuerdo al tiempo del cultivo (Figura 2A).
Los densitogramas correspondientes mostraron variaciones
en varias bandas presentes en los extractos de las bacterias
cultivadas en presencia de insulina, respecto al control,
como se muestra en el ejemplo de la figura 2B a los 90
minutos del crecimiento celular.

Los porcentajes de area en los densitogramas, que indican
la variacion cuantitativa de las bandas polipeptidicas,
mostraron que la hormona puede estimular o inhibir
significativamente la expresion de varias bandas a lo largo
del crecimiento bacteriano, seglin el analisis de varianza
y prueba de Dunnett (0,0011<p< 0,0450), (Figura 3). Por
ejemplo, la expresion de las bandas de 145, 90, 66 y 30 kDa,
fue estimulada por la insulina, principalmente en las etapas
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Figura 2. Analisis electroforético y densitométrico de los extractos
celulares de K. pneumoniae. (A) Perfil electroforético obtenido por tincion
con Azul de Coomassie, de 20 pg de proteinas de los extractos celulares
de bacterias cultivadas en ausencia (Control) y en presencia de insulina
(0,5 UI/mL); (B) Perfil electroforético de los extractos celulares a los 90
minutos del crecimiento celular [Control (C); insulina (I); Marcadores de
peso molecular en kDa (M)] y los respectivos densitogramas de los perfiles
electroforéticos, mostrando las diferentes bandas identificadas (1—27).
Control (—); Insulina (---).

prelogaritmica y logaritmica temprana y media (~20-150
minutos) del crecimiento bacteriano, tendiendo a ser similar
la expresion en ambos cultivos en la etapa logaritmica tardia
(0,398<p=<0,9497 (Figuras 3A—D). De manera contraria, la
expresion de las bandas de 35, 28, 12 y 11 kDa, fue inhibida
por la hormona, principalmente en la etapa logaritmica del
crecimiento bacteriano (Figuras 3E—I). Por otra parte, la
expresion de otras bandas (ejemplo: 75, 55, 32 y 19 kDa)
no fue afectada significativamente (0,6248<p<0,9713) por
la hormona durante todo el crecimiento celular (Figuras
3]-M).

Del total de las 27 bandas detectadas, la expresion de
41% de ellas (entre 145 y 13 kDa) fue significativamente
estimulada por la insulina respecto al control (0,0011 <p <
0,0415), mientras que la expresion del 22% (entre 35 y 11
kDa), fue disminuida por la hormona (0,0184<p<0,0450)
(Tabla 1). EI mayor efecto estimulante de la insulina fue
sobre las bandas de 145, 66, 18 y 16 kDa, con incrementos
en la expresion respecto al control dentro del rango de 126 a
41%, mientras que la estimulacion en el resto de las bandas

estuvo entre 20 y 30%. Valores similares a este rango se
encontraron en la mayoria de las bandas cuya expresion fue
disminuida por la hormona.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican
que K. pneumoniae es sensible a la insulina humana y que la
hormona tiene un efecto estimulante sobre la proliferacion
de esta bacteria en medio liquido LB, dependiente de su
concentracion y del tiempo de crecimiento bacteriano
en los cultivos. La variacion en la expresion de algunas
proteinas celulares de las bacterias, que fueron cultivadas
en presencia de la hormona, es indicativo de su efecto sobre
la expresion genética, bien sea a nivel de la transcripcion
de genes especificos o de la traduccion de los ARNm
correspondientes. Efectos similares se han reportado
previamente en E. coli [7], otra enterobacteria asociada a
infecciones frecuentes en pacientes diabéticos, por lo que
probablemente sea un efecto general de la hormona sobre
este tipo de bacterias.

Por otra parte, estos resultados apoyan la hipotesis de que
la condicion de hiperisulinemia, frecuente en los pacientes
con DM2 como respuesta fisiologica a la resistencia a la
insulina, o por un descontrol en los tratamientos aplicados
que conllevan al mismo cuadro hiperinsulinémico [13],
puede favorecer el crecimiento bacteriano.

En mamiferos, la insulina ejerce su accion sobre las
células diana luego de unirse a su receptor, lo cual induce
cambios conformacionales y la autofosforilacion de un
niumero de residuos de tirosina de dicho receptor. Esta
activacion del receptor desencadena una cascada de
sefializacion intracelular que conduce al control directo de
la actividad de diversas enzimas metabdlicas por eventos de
fosforilacion/desfosforilacion [14]. Ademas de este efecto
directo sobre la actividad enzimatica, la insulina regula la
expresion genética de diversas enzimas involucradas en
la captacion de glucosa y aminoacidos, en el metabolismo
de la glucosa y los lipidos, el crecimiento, desarrollo y
supervivencia celular [3].

Los resultados obtenidos del analisis del perfil de las
proteinas celulares de K. pneumoniae indicaron que la
hormona, probablemente por interaccion con algun tipo de
receptor en la membrana celular bacteriana y a través de un
mecanismo aun no descrito, ejerceria su efecto a nivel de
la expresion genética de esta bacteria, lo cual se evidencio
en la variacion de la proporcion del 63% de las bandas
polipeptidicas detectadas en los extractos celulares de las
bacterias cultivadas en presencia de insulina, con respecto
al control. El efecto de la hormona sobre la expresion
genética fue principalmente estimulante, reflejandose en
el incremento del nivel de diferentes proteinas celulares en
un amplio rango de pesos moleculares (Tabla 1). Dentro de
este rango se podrian ubicar proteinas relacionadas con el
metabolismo de la bacteria en general, lo cual explicaria el
mayor crecimiento observado en los cultivos en presencia
de insulina. Se pueden hacer algunas conjeturas de posibles
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Figura 3. Efecto de la insulina sobre la expresion de varias bandas polipeptidicas de K. pneumoniae durante el crecimiento celular. Se representa el porcentaje
de area de las respectivas bandas proteicas, obtenidos por densitometria cuantitativa de la separacion electroforética de los extractos celulares de bacterias
cultivadas en ausencia (Control) y en presencia de 0,5 UI/mL de insulina, frente al tiempo del crecimiento celular. Los valores corresponden al promedio
de los datos de cuatro cultivos independientes para ambas condiciones. Prueba de Dunnett: **p<0,01; *p<0,05. (A—D) Bandas estimuladas por la insulina.
(E—T) Bandas disminuidas por la insulina. (J—M) Bandas no afectadas por la insulina.

identidades, comparando los pesos moleculares estimados
para cada banda con los de las proteinas reportadas para
el genoma completo de K. pneumoniae (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein/?term=Klebsiella+pneumoniae). De
acuerdo a esta comparacion, y considerando los nutrientes
presentes en el medio de cultivo utilizado, en el rango
de pesos moleculares de las bandas estimuladas por la
insulina se podrian encontrar proteinas involucradas en el
crecimiento bacteriano en general y por tanto requeridas en:
replicacion y transcripcion del ADN, traduccion del ARNm,
metabolismo de aminoacidos, transduccion de sefales,
fosforilacion oxidativa y generacion de energia, biogénesis
de membrana y transporte intracelular. Resulta interesante
que, dentro de las bandas estimuladas por la hormona,
pudieran también encontrarse proteinas relacionadas con la

virulencia bacteriana. Con base a este analisis, en las bandas
3 (90 kDa), 12 (30 kDa), 15 (24 kDa), 19 (18 kDa) y 20 (16
kDa) (Tabla 1) se podrian ubicar proteinas involucradas en
el ensamblaje de fimbrias, y en la banda 12 enzimas del tipo
betalactamasas.

Entre las proteinas probables, cuya expresion fue
disminuida por la insulina, podrian encontrarse enzimas
que catalizan las rutas anaerobicas y de degradacion de
acidos grasos para obtener energia, proteinas que inhiben
la actividad traduccional, proteinas que reprimen la
reparacion de ADN y la sobrevivencia de la célula, asi como
enzimas involucradas en la muerte celular programada. En
mamiferos se ha descrito que la insulina inhibe la apoptosis
celular bajo ciertas condiciones [15] y en bacterias se han
descrito mecanismos que intervienen en la muerte celular
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Tabla 1. Bandas polipeptidicas de K. pneumoniae cuya expresion fue
afectada por la presencia de insulina en el medio de cultivo.

Maximo Tizr;llpo
Nede PM Controol area Insuli;la area efecto mAximo
Banda (kDa) (%) (%) Crz;[t)fglt? 021)1) ‘zrfi frtS

1 145 098+0,23  2,13+0,43 **119+ 17 90

2 103 1,27+0,15 1,63 +£0,23 *29+7 60

3 90F  334+042 4,28+0,47 *28+2 90

5 66  342+030 4,80+0,27 *41 £+ 7 60

7 46 3,5+0,26 4,21 +0,26 #2142 90

9 35 566+047 4,22+0,51 *27+3 60
12 30" 4,38+ 0,29 5,5+0,50 *¥25+5 120
13 28 3,78+0,19 2,94 +0,1 *22+3 90
15 24F  2.83+0,31 3,66 £ 0,46 *29+7 180
17 22 2,19+£0,14  1,63+0,28 *26+9 210
19 18" 1,32+032  2,04+0,39 **56 4+ 11 210
20 16" 0,47+0,12 1,07£0,25  **126+ 12 210
21 15 2,69+£0,20 2,11 +0,27 *22+6 90
22 14 2,13+0,29 2,71+£0,2 *28+9 120
23 13 321+£0,23  3,96+0,07 *24 47 240
24 12 3,8+0,2 2,8 +0,44 *27+8 120
25 11 4,16+0,32  3,54+0,15 *15+4 150

Los porcentajes de area corresponden a la densitometria cuantitativa de la
separacion electroforética de extractos celulares de bacterias cultivadas en
ausencia (Control) y en presencia de 0,5 UI/mL de insulina. Los valores
corresponden al promedio de los datos de cuatro cultivos independientes
para ambas condiciones. Prueba de Dunnett: **p<0,01; *p<0,05. "Entre las
proteinas probables se encontrarian algunas involucradas en la biosintesis
y estructura de fimbrias. PEntre las proteinas probables se encontrarian
betalactamasas. Se indica en negrillas las bandas cuya proporcion
disminuy6 en presencia de insulina.

programada [16], por lo tanto, la hormona podria estar
ejerciendo el mismo efecto en K. pneumoniae.

Los resultados también mostraron que la insulina
regula de forma variante la expresion proteica durante el
crecimiento bacteriano (Figura 3). Esto sugiere que la
accion de la hormona sobre la expresion genética pudiera
estar relacionada con la densidad poblacional y la variacion
de las condiciones del medio de cultivo, como por ejemplo
la disponibilidad de nutrientes, a medida que avanza el
crecimiento de las bacterias. En este sentido, se determin6
que el efecto de la insulina humana sobre la proliferacion
de E. coli en un cultivo en medio liquido, dependia de la
disponibilidad de glucosa en el medio y de la concentracion
inicial de bacterias que son expuestas a la hormona, por lo
que se sugirid que la insulina actuaria de manera analoga a
las moléculas involucradas en el sistema de comunicacion
intercelular quorum sensing (QS) [6]. Este tipo de
comunicacion es mediado por autoinductores (Al), que son

secretados por las bacterias dependiendo de la densidad
poblacional, para regular la expresion de diversos genes,
entre ellos los involucrados en la esporulacion, formacion
de biopeliculas y produccion de factores de virulencia,
entre otros, beneficiandose la poblacion bacteriana de forma
general y sincronizada [17].

Se ha demostrado que hormonas del hospedador pueden
cruzar sefales con las del QS y modular la expresion
genética de las bacterias, un proceso que se ha denominado
comunicacion inter reino [18]. Un ejemplo de este proceso
fue descrito para una cepa enterohemorragica de E.
coli, donde se demostré que la epinefrina estimulaba la
expresion de un tipo de autoinductor (AI-3) implicado en
la expresion de genes relacionados con su virulencia [19].
Por lo tanto, el mecanismo de accién de la insulina para
modular la expresion genética en K. pneumoniae de forma
variante durante el crecimiento bacteriano, también podria
estar relacionado con el sistema QS.

Como se menciond anteriormente, algunas de las
bandas polipeptidicas estimuladas por la insulina podrian
corresponder a proteinas involucradas en la biosintesis de
fimbrias, implicadas en la adherencia de K. pneumoniae a
tejidos y formacion de biopeliculas [20], y a enzimas del tipo
betalactamasas (Tabla 1). Este hecho resulta de gran interés
ya que tendria consecuencias directas en su patogenicidad.
La posibilidad de una mayor expresion de proteinas
fimbriales por efecto de la insulina en K. pneumoniae,
esta reforzada por resultados preliminares obtenidos en
nuestro laboratorio, que indican que la hormona también
incrementa la adherencia y formacion de biopeliculas
(datos no publicados). Por otra parte, la posibilidad de
un incremento en la expresion de betalactamasas estaria
relacionada directamente con el desarrollo de la resistencia
a los antibidticos. El principal mecanismo de resistencia
de K. pneumoniae es la produccion de betalactamasas, y
en este sentido se ha reportado un incremento significativo
de aislados que producen betalactamasas de espectro
extendido en América Latina [21]. Si la insulina estimula
la expresion de este tipo de enzimas, la hiperinsulinemia en
un paciente diabético con una infeccion por K. pneumoniae
podria favorecer ain mas la resistencia a los antibidticos,
dificultando el abordaje terapéutico.

La mayor susceptibilidad y severidad de las infecciones
bacterianas en pacientes con DM2 ha sido atribuida
principalmente a la hiperglicemia, la cual contribuye al
desarrollo de disfunciones en el sistema inmune, como la
disminucién de la actividad de los neutrofilos, del sistema
antioxidante y de la inmunidad humoral, asi como al
desarrollo de neuropatias y de micro y macro angiopatias
[9]. Igualmente, se ha planteado que la hiperglicemia
influye directamente en la virulencia bacteriana [22]. Sin
embargo, la respuesta innata del sistema inmune de los
pacientes diabéticos en las etapas iniciales de una infeccion,
seria ineficiente ante el rapido incremento de la poblacion
bacteriana y la produccion de factores de virulencia, como
consecuencia de los estados de hiperinsulinemia que se
pueden presentar en la DM2.
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Los resultados de este trabajo demostraron que la
insulina humana incrementa la proliferacion celular y
regula la expresion genética de K. pneumoniae aislada de
pie diabético, de manera similar a lo observado en otras
enterobacterias, por lo que podria representar un efecto
general de la hormona sobre este tipo de microorganismos.
Por lo tanto, la deduccion inmediata de estos resultados
es que la condicion de hiperinsulinemia en los individuos
que padecen DM2 podria influir directamente en la
susceptibilidad a contraer infecciones y en su severidad. A
su vez, esta relacion sugiere la importancia de comprender
los mecanismos que rigen la sefializacion de la insulina
en las bacterias patogenas, ya que ello permitiria la
optimizacion terapéutica de dichas infecciones, incluyendo,
posiblemente, la modificacion de los métodos de analisis
de sensibilidad antimicrobiana en muestras de pacientes
diabéticos y el disefio de tratamientos que bloqueen el
efecto hormonal sobre los microorganismos.
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