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RESUMEN 

 

Las hormonas tiroideas (HT) garantizan el correcto desarrollo fetal, y la placenta es 

responsable de regular el transporte de HT mediante transportadores localizados 

en la membrana de los trofoblastos. Los transportadores de hormonas tiroideas 

(THT) corresponden a 3 familias de THT expresados en tejido placentario: 

Monocarboxilatos (MCT), transportadores de Aminoácidos (LAT) y polipéptidos 

transportadores de Aniones Orgánicos (OATP). Condiciones pre-embarazo como la 

obesidad, genera una hiperinsulinemia patológica durante el primer trimestre de 

gestación, donde la insulina aumenta la expresión del transportador OATP4A1 en 

células de trofoblasto humano, sin embargo, se desconoce si las proteínas quinasas 

activadas por mitógenos (MAPK) y proteína quinasa b (AKT) participan en el 

aumento de este por insulina.  El objetivo general fue determinar la participación de 

MAPK y AKT en el aumento de la expresión y actividad de OATP4A1 en la línea 

celular HTR8/SVneo por insulina. En cuanto a la metodología, se usó cultivo celular 

de trofoblastos (HTR8/Svneo) incubados con insulina (10 nM, 24hrs) e inhibidores 

de MAPK (10µM) y AKT (10nM) para evaluar la expresión de ARN mensajero 

(ARNm) y proteína del transportador OATP4A1 mediante la técnica de qPCR e 

inmunocitoquímica respectivamente. Además, se evaluó la captación de tiroxina 

(T4) en trofoblastos por el transportador OATP4A1 obteniendo los parámetros 

cinéticos. En este trabajo encontramos que la insulina aumenta la expresión de 

OATP4A1 a nivel de ARNm dependiente de AKT y a nivel de proteína dependiente 

de MAPK. Además, aumenta la captación de T4 dependiente OATP4A1 por ambas 
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vías de señalización. En conclusión, insulina aumenta la expresión y actividad de 

OATP4A1 de manera dependiente de AKT y MAPK en células HTR8/Svneo.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

Durante la gestación, el crecimiento y salud fetal requiere de nutrientes como 

glucosa, lípidos, proteínas, intercambio gaseoso y hormonas que circulan en la 

sangre materna (Urquiza et al., 1988). Si bien la fisiología materna y fetal son 

diferentes, ambos sistemas interactúan a través de la placenta, la cual permite la 

transferencia de hormonas tiroideas (HT) de la madre al feto entre otros 

componentes (Abalovich, 2003). En relación con las HT durante la gestación 

temprana, el feto depende exclusivamente de las hormonas tiroideas maternas, 

puesto que la tiroides fetal aún no se encuentra desarrollada (Duarte, 1993).  

Las HT son fundamentales en la primera mitad de la gestación, puesto que son 

necesarias para el crecimiento óseo, maduración pulmonar, síntesis de vitaminas y 

el correcto desarrollo del sistema nervioso fetal (Macchia y Sánchez, 2007). 

Además, son vitales para el desarrollo placentario  (Krassas GE et al., 2010), ya que 

se ha visto que mujeres con niveles anormales de HT presentan complicaciones del 

embarazo mediadas por una placentación anormal como ocurre en la preeclampsia, 

aborto espontáneo y restricción del crecimiento intrauterino (RCIU) (Korevaar T et 

al, 2017). Es por esto, que la glándula tiroidea materna necesita incrementar su 

producción de hormonas tiroideas y adaptarse a un nuevo equilibrio durante el 

embarazo (Abalovich, 2003).  

La placenta, un órgano embrionario altamente complejo y especializado, quien 

cumple el rol de suplir las necesidades del feto permite el paso de HT. El transporte 

de HT materna hacia el feto, permite el transporte de Tiroxina (T4) como 
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Triiodotironina (T3) mediante transportadores de hormonas tiroideas (THT) 

localizados en el sincitiotrofoblasto (Loubiere et al., 2012). Se han descrito 3 familias 

de THT, los cuales corresponden a Monocarboxilatos (MCT), polipéptidos 

transportadores de aniones orgánicos (OATP) y transportadores de aminoácidos de 

tipo L (LAT) (Krause et al., 2020).  

Por otro lado, condiciones previas al embarazo, como la obesidad, genera una 

hiperinsulinemia patológica durante el primer trimestre de gestación (Rodríguez et 

al, 2019). El aumento de insulina puede tener consecuencias en el desarrollo del 

feto generando un crecimiento excesivo (macrosomía), muerte fetal intrauterina, 

retraso en la maduración pulmonar e hipoglucemia neonatal (Contreras-Zúñiga et 

al., 2018). Además, se tiene evidencia que la hiperinsulinemia está involucrada en 

la regulación de transportadores de hormonas tiroideas en la barrera placentaria, 

aumentando la expresión del transportador OATP4A1 en trofoblastos humanos de 

la línea celular HTR8/SVneo (Roble et al., 2023). Posiblemente para aumentar el 

suministro de HT hacia el feto, evitando efectos indeseables en el desarrollo fetal y 

en el desarrollo de la placenta (Olivieri et al., 2000).   

La insulina tiene múltiples vías de señalización que median sus acciones biológicas 

(Reyes et al., 2008). Las dos vías principales son: la vía de la fosfatidilinositol 3-

quinasa (PI3K/AKT) y la vía de las quinasas activadas por mitógenos (MAP 

quinasas), las cuales regulan la mayoría de las acciones de la insulina dependiendo 

de un gran número de interacciones proteicas (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017). Sin 

embargo, se desconocen las proteínas de las vías de señalización que participan 

en el aumento de la expresión de OATP4A1 mediante insulina. 
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2. PLACENTA Y TROFOBLASTOS 

 

 

La placenta humana es un órgano embrionario altamente complejo y especializado, 

imprescindible para la supervivencia fetal (Lecarpentier et al., 2015). Forma una 

verdadera interfaz entre la circulación materna y fetal, facilitando el intercambio 

gaseoso y metabólico (Isla et al., 2008). Durante el curso del embarazo, actúa como 

los pulmones, el intestino, los riñones e hígado del feto (Burton et al., 2015). Cumple 

funciones de transporte y metabolismo, así como protectoras y endocrinas, 

necesarios para que el feto se desarrolle de una manera adecuada (Rodríguez-

Cortes et al., 2014). Sintetiza hormonas como la gonadotropina coriónica (hCG) que 

mantiene el cuerpo lúteo funcional, progesterona que mantiene el endometrio y 

lactógeno placentario que promueve el desarrollo de la glándula mamaria (Figuero-

Ruiz et al., 2006).  

En placenta, encontramos distintos tipos celulares como fibroblastos, macrófagos 

placentarios, células endoteliales y trofoblastos ubicados en la barrera placentaria 

(Burton GJ et al., 2015). La barrera placentaria limita el contacto entre la sangre 

materna y fetal, donde se realizan los transportes de nutrientes, agua y hormonas 

(Palacín et al., 1984). Esta barrera placentaria está formada por vellosidades 

coriónicas, cuya unidad funcional son los trofoblastos, los cuales se diferencian en 

citotrofoblasto extravelloso, citotrofoblasto velloso mononuclear y sincitiotrofoblasto 

multinuclear (Sadler, T. W et al., 2006). El citotrofoblasto extravelloso se encarga de 

remodelar las arterias espirales maternas para asegurar un buen flujo sanguíneo 

hacia la placenta, mientras que el citotrofoblasto velloso y el sincitiotrofoblasto 
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aseguran las funciones endocrinas y los intercambios materno-fetales de la placenta 

(Purizaca-Benites et al., 2008). Líneas celulares de trofoblastos son utilizadas en 

diversas investigaciones asociada a enfermedades y alteraciones de la placenta 

(Oviedo Ramírez, 2017), tales como HTR8/SVneo (Novoa-Herrán et al., 2011), 

BeWo (Carrillo, 2016), JAR, JEG-3 (Sánchez, 2014), provenientes de trofoblastos 

humanos de coriocarcinoma que asemejan el ambiente gestacional. En este estudio 

se utilizó la línea celular HTR8/SVneo, la cual corresponde a trofoblastos de primer 

trimestre de gestación (Roseweir AK et al., 2012). 

Como mencionamos anteriormente, el feto requiere de nutrientes y hormonas para 

desarrollarse correctamente (Urquiza et al., 1988). Dentro de las hormonas 

importantes en el primer trimestre de gestación, encontramos a las HT, las cuales 

deben atravesar las capas celulares de trofoblastos para ingresar a la circulación 

fetal y cumplir su rol (Brandan et al., 2007). 

 

3. HORMONAS TIROIDEAS DURANTE EL EMBARAZO 

 

 

La glándula tiroidea es uno de los órganos más grande a nivel endocrino (Córdova 

et al., 2013), cuya unidad funcional y estructural corresponde al folículo tiroideo 

(Salgado et al., 2011), en donde se sintetizan las hormonas T4 y T3 para ser 

liberadas a la circulación (De la Vieja et al., 1997). La T4 es la principal hormona 

secretada por la tiroides y la que se encuentra en mayor concentración en sangre 

materna, la cual se considera una pro-hormona, ya que, por la acción de la enzima 
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deiodinasa 2, se origina la T3, hormona metabólicamente activa; mientras que la 

deiodinasa 3 la transforma a T3 reversa (T3r), hormona metabólicamente inactiva 

(Navarro et al., 2005). Las HT están encargadas de regular distintos sistemas, tales 

como la regulación de la tasa metabólica basal, el desarrollo neurológico, el 

crecimiento óseo, la ventilación pulmonar, la frecuencia, gasto cardiaco, entre otras 

(Schroeder, A. C et al., 2014). Estas funciones se llevan a cabo por la unión de las 

HT a sus receptores nucleares de HT (TR) α y β, cuya distribución dependerá del 

tejido, translocándose al núcleo para activar o reprimir la transcripción de genes 

(Nappi A et al., 2022). 

Durante el curso de la gestación, las concentraciones de HT experimentan cambios 

fisiológicos significativos, que dan como resultado un aumento de los niveles de T4 

y una disminución de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) (Serdán et al., 

2023). Estos cambios resultan del aumento de la producción placentaria de hCG, 

que tiene una homología estructural y actividad similar con la TSH (Patel et al., 

2011). El aumento de HT ocurre para suplir las necesidades del feto ya que aún no 

tiene desarrollada la glándula tiroidea, esta se desarrolla a partir de la semana 17 

de gestación, en la cual el feto empieza a sintetizar sus propias HT, sin embargo, 

las HT maternas serán imprescindibles hasta el final del embarazo (Hidalgo, 2013). 

Las HT materna juegan un rol fundamental en la progresión del embarazo, 

crecimiento y en el desarrollo neurocognitivo fetal (de Escobar et al., 2007). Las 

complicaciones fetales asociadas al hipotiroidismo durante la gestación incluyen 

bajo peso al nacer, parto pretérmino, síndrome de dificultad respiratoria, muerte 

perinatal y mal desarrollo neurocognitivo (Bernal et al., 2002). De igual manera, la 

hipotiroxinemia materna se asocia con un mayor riesgo de parto pretérmino y daño 



15 
 

cerebral que abarca el retraso mental, deterioro neuroconductual y el trastorno por 

déficit de atención e hiperactividad (Rodríguez et al., 2008). Además, se ha visto 

que mujeres con niveles anormales de HT presentan complicaciones del embarazo 

por una placentación anormal (Korevaar T et al, 2017). De acuerdo con esto, el 

transporte de HT desde la madre hacia el feto, es esencial para un correcto 

desarrollo fetal y placentario (Krassas GE et al., 2010). 

 

4. TRANSPORTE DE HORMONAS TIROIDEAS EN PLACENTA 

 

 

En placenta, se han descrito 3 familias de THT localizados en la membrana 

plasmática de los trofoblastos, que corresponden a los MCT, la familia del OATP y 

la familia de transportadores LAT (Krause et al., 2020).  

Específicamente, en trofoblastos de primer trimestre de gestación, se han 

identificado seis transportadores pertenecientes a estas familias, en donde 

encontramos a MCT8, MCT10, OATP1A2, OATP4A1, LAT1 y LAT2 presentes 

desde la sexta semana de gestación hasta el término del embarazo (Loubiere et al., 

2012). De igual manera se estudió la presencia de estos 6 transportadores en la 

línea celular HTR8/SVneo mediante Inmunocitoquímica, donde se pudo observar la 

expresión de cada uno de ellos (figura 1) (Roble et al., 2023). 

La expresión, reciclaje e internalización de estos transportadores son regulados por 

distintos metabolitos (de Calvo et al., 2020). Si bien, no hay suficiente literatura 

respecto a los transportadores, hemos observado que insulina aumenta la expresión 

de proteína para OATP4A1 y la actividad del transporte de T4 con una Km de 
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0,42nM en trofoblastos de primer trimestre de gestación (Roble et al, 2023) (figura 

2).  

En literatura no se ha descrito el transporte de T4 por estos transportadores en 

placenta, sin embargo, se han reportado valores de Km aparente para el transporte 

de T3 y T4 en otros tejidos, como se observa en la tabla 1.  
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Fig.1. Expresión de transportadores de hormonas tiroideas en la línea celular 

HTR8/SVneo mediante Inmunocitoquímica. A) expresión de MCT8. B) Expresión 

de MCT10. C) Expresión de OATP1A2. D) Expresión de OATP4A1. E) Expresión 

de LAT1. F) Expresión de LAT2. Obtenido desde tesis de pregrado (K. Roble 2023). 
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Fig.2. Expresión de OATP4A1 y captación de T4 en presencia de insulina. A) 

Expresión de proteína OATP4A1 mediante western blot en condiciones 0, 0.01, 0.1, 

1 y 10 nM de insulina. B) Cinética de Michaelis-Menten de captación de T4 en 

HTR8/SVneo donde morado corresponde a 10 nM de insulina. *P<0,05 

estadísticamente significativo. Obtenido desde tesis de pregrado (K. Roble 2023). 
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Tabla1. Valores de Km y Vmax de los transportadores de hormonas tiroideas según 

su tejido. 

 

T4: tiroxina, T3: triiodotironina, Vmax: velocidad máxima, Km: constante de 

Michaelis-Menten, LAT1: transportador de aminoácidos L tipo 1, LAT2: 

transportador de aminoácidos L tipo 2, MCT8: monocarboxilato 8, MCT10: 

monocarboxilato 10, OATP4A1: polipéptido transportador de aniones orgánicos 

4A1, OATP1A2: polipéptido transportador de aniones orgánicos 1A2, OATP1B1: 

polipéptido transportador de aniones orgánicos 1B1, OATP1C1: polipéptido 

transportador de aniones orgánicos 1C1, CHO: células de ovario de hamster. 
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Con el fin de estudiar la función del transporte de HT en trofoblastos, se han utilizado 

diversos inhibidores que actúan a nivel de los THT (Mikkaichi T et al., 2004), como 

por ejemplo silicrystina que inhibe los MCT (Jörg Johannes et al., 2016) o JPH203 

para los LAT (Bo T et al., 2021). Se ha utilizado digoxina para inhibir al transportador 

OATP4A1, donde a altas concentraciones (100 nM) es capaz de inhibir el transporte 

de T4 por OATP4A1 (Taub M et al., 2011), de esta forma obtendremos el transporte 

total de T4 que involucra a los 6 THT descritos, el transporte no inhibible por digoxina 

que corresponde a los sistemas de transporte MCT y LAT, y el transporte Inhibible 

por digoxina que se obtiene de la resta del transporte total y la fracción no inhibible 

por digoxina que corresponde al transporte por OATP4A1. De acuerdo con los 

antecedentes, sabemos que la insulina es capaz de aumentar la expresión de 

OATP4A1, sin embargo, desconocemos las vías de señalización involucradas en 

este proceso. 

 

5. INSULINA EN EL EMBARAZO 

 

 

La insulina es una hormona anabólica secretada por las células beta del páncreas, 

cuya principal función es mantener la homeostasis glicémica (Carrasco et al., 2013).  

Durante la gestación, ocurren cambios fisiológicos para para satisfacer las 

necesidades nutricionales de la madre y el feto (Fabiana et al., 2006). Uno de estos 

cambios es el aumento de glucosa en ayunas y por ende un aumento de la insulina, 
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producido principalmente por el lactógeno placentario de manera fisiológica (Conget 

et al., 2002), como se observa en la línea negra de la figura 3.  

Por otra parte, si al comienzo del embarazo se tienen patologías como obesidad o 

resistencia a la insulina, generarán un estado de hiperinsulinemia patológico 

durante el primer trimestre de gestación (Jara et al., 2016), como se observa en la 

línea roja punteada de la figura 3.  

La hiperinsulinemia resultante es capaz de modificar la expresión del transportador 

OATP4A1 aumentando el nivel de proteína (Roble et al., 2023) como mecanismo 

compensatorio frente a las condiciones patológicas, evitando así alteraciones en el 

desarrollo fetal. Con el objetivo de estudiar los efectos de insulina en condiciones 

patológicas sobre la línea celular HTR8/SVneo, se ha observado que a una 

concentración de 10 nM (suprafisiológico) imita un ambiente de hiperinsulinemia 

(Aghanoori et al., 2017) generando cambios significativos en la expresión de 

proteínas de OATP4A1 (Roble et al., 2023). 
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Fig. 3. Niveles de insulina fisiológico y patológico durante las semanas de 

gestación. Adaptado de Reader D et al., 2012. Línea negra: nivel de insulina 

fisiológico; Línea roja punteada: nivel de insulina patológico 
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6. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE INSULINA  

 

 

La acción de la insulina sobre los THT se da mediante la unión al receptor de insulina 

(IR) de membrana, donde ocurre una autofosforilación activando dos vías de 

señalización principales que corresponden a la vía de PI3K-AKT y la vía de MAPK 

como se observa en la figura 4 (Lee et al, 1994). Ambas vías regulan la mayoría de 

las acciones de la insulina asociadas a la regulación del metabolismo energético, 

de la expresión genética y de efectos mitogénicos (Bastarrachea et al., 2005). 

En literatura, se describen 2 isoformas del receptor de insulina, IR-A e IR-B, los 

cuales se diferencian por la falta del exón 11 en IR-A (Mosthaf., et al 1990). La 

isoforma A se expresa predominantemente en la vida prenatal y se sobreexpresa 

en neoplasias malignas, mientras que la isoforma B se expresa en los tejidos con 

efectos metabólicos (Frasca., et al 1999). Si bien ambas isoformas se activan por 

insulina, IR-A también se puede activar por el factor de crecimiento similar a insulina 

tipo 1 (IGF-1) y proinsulina (Belfiore A., et al 2017). Cada isoforma activa una vía de 

señalización según el rol que ejercen en la célula, por ejemplo, para el caso de IR-

B se sabe que está involucrado en la regulación metabólica, lo cual se asocia a la 

vía PI3K/AKT, mientras que IR-A favorece el crecimiento celular por lo que estaría 

asociada a la vía de MAPK (Malaguarnera., et al 2022). En condiciones 

suprafisiológicas de insulina (10 nM), ambas isoformas pueden ser activadas, sin 

embargo, también pueden activar al receptor de IGF-1 (IGF-IR 1) y receptores 

híbridos de insulina/IGF-1 (Li., et al 2005). Estas isoformas poseen distintas 

constantes de afinidad por insulina, en donde para IR-A es de 0.88nM, para IR-B 
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0,83nM y para los receptores híbridos IGFR1-IRA 25,4nM e IGFR1-IRB 59,6 nM 

(Westermeier, F et al., 2016). Adicionalmente, los trofoblastos al ser tejido 

embrionario y estar relacionado con el desarrollo fetal, expresarían en mayor 

cantidad la isoforma A por sobre IR-B ( Belfiore., et al 2009). Esto podría sugerir que 

la vía MAPK estaría activada durante la gestación, la cual está asociada a 

proliferación y crecimiento celular (Malaguarnera., et al 2022). 

 

Para el estudio de las funciones de las vías de señalización de insulina, se han 

utilizado diferentes inhibidores específicos, como PD98059 (2-(2-amino-3-

metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona) que inhibe de manera reversible a la quinasa 

regulada por señales extracelulares (ERK1/2) (Dudley, D. T et al., 1995; Genovese, 

T et al., 2008) y el inhibidor de AKT IV que actúa inhibiendo específicamente la 

actividad de la proteína quinasa AKT mediante la unión competitiva al sitio de unión 

al ATP de AKT, impidiendo su fosforilación y posterior activación (Dunn EF et al., 

2009). La activación de estas vías involucra la participación de numerosas proteínas 

donde desconocemos cuál de ellas está involucrada en la regulación de OATP4A1 

mediante insulina, sin embargo, de acuerdo con lo indicado en literatura 

posiblemente IR-A a través de MAPK aumentaría la expresión y actividad de 

OATP4A1. 

 

 



25 
 

 

Fig. 4. Vías de señalización de insulina PI3K/AKT y MAPK/ERK. Adaptado de 

Chang, L et al., 2001. PIP3: Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato, PI3K: fosfatidilinositol 

3-quinasa, PDK: Quinasa de proteínas 1 dependiente de fosfoinosítidos-3, PTEN: 

Fosfatasa homóloga a tensina, SHIP2: Fosfatasa de inositol 5 que contiene un 

dominio SH2, AKT: proteína quinasa B, FOXO, GLUT4, GSK3, SREBP: factores de 

transcripción, SHC: Proteína transformante que contiene un dominio homólogo a 

Src tipo 2, SHP2: Fosfatasa 2 que contiene dominios SH2, GRB2: Proteína 2 unida 

al receptor de factor de crecimiento, SOS: proteína intercambiadora de nucleótidos 

de guanina, RAS: proteína de tipo GTPasa, RAF: quinasa serina/treonina activada 

por la proteína Ras, MEK: Quinasa de quinasa activada por mitógenos, ERK: 

Quinasa regulada por señales extracelulares. 
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7. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

Condiciones supra fisiológicas de insulina aumenta la expresión y actividad del 

transportador de hormonas tiroideas OATP4A1 en células de trofoblasto humano 

HTR8/SVneo, sin embargo, se desconoce cuál sería la participación de MAPK y 

AKT en este efecto. 

8. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Cuál es la participación de MAPK y AKT en el aumento de la expresión y actividad 

de OATP4A1 en trofoblasto humanos de primer trimestre (HTR8/Svneo) por 

insulina?  

9. HIPÓTESIS 

 

MAPK, no así AKT, participa en el aumento de la expresión y actividad del 

transportador de hormonas tiroideas OATP4A1 en células de trofoblasto humano 

HTR8/SVneo por insulina. 
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10. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la participación de MAPK y AKT en el aumento de la expresión y 

actividad de OATP4A1 en la línea celular HTR8/SVneo por insulina. 

 

11. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar los niveles de mRNA y proteína para OATP4A1 en la línea de 

trofoblastos HTR8/SVneo estimulado con insulina. 

• Determinar la actividad de transporte de T4 por OATP4A1 en la línea de 

trofoblastos HTR8/SVneo estimulado con insulina. 

• Determinar si la expresión (ARNm y proteína) y actividad de OATP4A1, 

depende de la participación de AKT y MAPK en la línea de trofoblastos 

HTR8/SVneo estimulado con insulina. 
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12. METODOLOGÍA 

 

12.1 Diseño del estudio 

 

Se realizó un estudio de tipo observacional descriptivo. 

12.2 Bioseguridad 

 

Debido al uso de muestras biológicas para esta investigación, se tomaron las 

medidas de bioseguridad necesarias para evitar cualquier accidente y 

contaminación, siguiendo el protocolo que entrega MATPEL para el manejo de 

accidentes con material de riesgo biológico de la Universidad de Concepción. Los 

procedimientos realizados en el laboratorio se llevaron a cabo con elementos de 

protección personal (delantal y guantes). Los materiales ocupados fueron 

inactivados con una solución de hipoclorito de sodio al 1% y desechados en los 

contenedores correspondientes, bajo las normas que estipula el Departamento de 

Bioquímica Clínica e Inmunología de la Universidad de Concepción. 

12.3 Cultivo celular 

 

Se utilizó la línea celular de trofoblastos de primer trimestre HTR8/SVneo (pasaje 

15), la cual fue donada por el profesor Jaime Gutiérrez de la Universidad San 

Sebastián, Santiago. Se incubaron a 37°C en medio de cultivo RPMI 1640 (US 

Biological, Life Sciences), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

(HyClone™ Laboratories, GE Healthcare Life Sciences) y antibióticos 

penicilina/estreptomicina (1% v/v), hasta alcanzar una confluencia del 80% en 

placas de cultivo (SPL Life Sciences Co, Ldt, 90x20mm).  
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12.4 Condiciones de cultivo 

 

Una vez alcanzada la confluencia del 80% en la línea celular HTR8/SVneo, se 

realizó una deprivación de suero durante 6 horas. Posteriormente, se incubaron las 

células con 6 condiciones: control (sin estimulo), insulina 10 nM (Basaglar Ⓡ, 

KwikPen 100U/mL), insulina más PD98059 (inhibidor de la vía de MAPK, 10uM), 

insulina más inhibidor AKT IV (inhibidor de la vía de AKT, 10nM), solo PD98059 y 

solo inhibidor de AKT IV. Para ello, los inhibidores se incubaron por 1 hora en medio 

RPMI1640 suplementado con 10% SFB, y posteriormente se condicionó con 

insulina 10 nM durante 24 horas.  

 

12.5 Expresión de ARN mensajero de OATP4A1 en la línea celular 

HTR8/SVNEO  

 

12.5.1 Extracción de ARNm mediante Trizol 

 

La extracción de RNA se realizó por el método de Trizol ® (Reagent Ambion by Life 

Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. En breve, el 

homogenizado de células con Trizol, se les añadió Cloroformo, para luego 

centrifugar y obtener la fase acuosa. El RNA fue precipitado con Isopropanol, y 

lavado con etanol al 75% y agua libre de nucleasas. Las muestras obtenidas se 

guardaron a -80°C. Luego, la cuantificación se realizó en el lector de placa (Synergy 

2 BioTek Plate Reader) a 260/280. 
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12.5.2 Transcripción reversa  

 

La transcripción reversa se realizó utilizando el kit Promega Go Script™ Reverse 

transcription system (Madison WI USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para cada reacción se utilizó 500 ng de RNA. Los cDNAs fueron almacenados a -

20°C. 

 

12.5.3 qPCR  

 

El qPCR fue realizo con el reactivo Evagreen Master Mix (HOTFIRE EvaGreen 

qPCR 5X, Solis BioDyne). Como gen de referencia se utilizaron partidores para 28S 

ribosomal (AS 5’-ACATTGTTCCAACATGCCA-3’ ; S 5’-

TTGAAAATCCGGGGGAGAG-3’); y como gen objetivo OATP4A1 (S 5’-

CTGGAGCTGGCTATCTGTGG-3’, AS 5’-GTACAAGGTGCTGGGCGT-3’). 

Posteriormente, las muestras fueron amplificadas en el equipo ABI7500 fast qPCR.  

El control negativo de PCR se realizó con agua libre de nucleasas en reemplazo de 

la muestra.  

La eficiencia del qPCR se determinó mediante la curva estándar de diluciones 

seriadas (1:10-1:1000) de las muestras, en donde se graficó el Cq en función del 

logaritmo de la concentración del ADN. El cálculo se obtuvo a partir de la pendiente, 

obteniendo una eficiencia un 96% para el gen de referencia 28S ribosomal y 93% 

para el gen objetivo OATP4A1. Las veces de cambios en la expresión relativa, 

fueron obtenidos utilizando la fórmula de Livak (2(−𝛥𝛥𝐶𝑡)).  
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12.6 Expresión de proteínas por Inmunocitoquímica 

 

Se incubaron 100.000 células de trofoblastos HTR8/SVneo por pocillos en una placa 

de 24 pocillos con cubreobjetos redondos (12mm) durante 24 horas. Posteriormente 

se incubaron con las respectivas condiciones. Brevemente, las células fueron 

fijadas con Paraformaldehído 4% fresco en PBS1X, y bloqueadas con albumina de 

bovino (BSA) al 2% (Prometheus ™, Protein Biology Products) durante 2 horas. Se 

incubaron con el anticuerpo primario anti-OATP4A1 (SLCO4A1 Polyclonal Antibody. 

Invitrogen) en una dilución 1:100 en cámara húmeda 4°C. Luego, se incubaron con 

el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488, Therno Fisher Scientific) en una dilución 

1:100 en cámara húmeda por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, las 

muestras fueron montadas en medio de montaje (ProLong™ Gold antifade reagent 

with DAPI, Invitrogen). Las muestras fueron visualizadas mediante microscopía 

confocal espectral (LSM 780 NILO, Zeiss) en el Centro de Microscopía Avanzada 

(CMA) de la Universidad de Concepción y analizadas posteriormente en el 

programa ImageJ obteniendo la intensidad de fluorescencia media (MFI). 

 

12.7 Determinación de actividad de transporte de T4 en células 

HTR8/Svneo 

 

12.7.1 Ensayo de captación 

 

Se incubaron 20.000 células de trofoblasto HTR8/SVneo por pocillo en una placa 

de 48 pocillos durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, se incubaron con las 
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respectivas condiciones. El ensayo de captación se realizó en presencia de L-

tiroxina (T4, 0-1000 nM, 37°C, 15 min) (MP Biomedicals, LLC), y en ausencia y 

presencia de digoxina (100nM). Luego, la captación fue detenida usando PBS 1X 

frio, y las placas fueron almacenadas a -20°C. 

La determinación de la concentración de T4 captada por los trofoblastos se realizó 

de manera indirecta mediante la reacción de Sandell-Kolthoff (Bílek et al., 2005). La 

liberación de yoduro se inició con una digestión oxidativa de persulfato de amonio 

(0.68M) por pocillo incubado a 90°C por 1 hora. Para la detección, se utilizó 50 µL 

de muestra, luego se añadió 50 µL de solución cérica ((NH3)4Ce(SO4)4 25 mM y 

H2SO4 0,5 M) y 50 µL de solución arseniosa (25 mM NaAsO, 0,5 M H2SO4 y 0,2 M 

NaCl) por pocillo.  Inmediatamente, se cuantificó la absorbancia en el lector de 

microplacas Sinergy 2 de Biotek a 415 nm (25°C).   

La cuantificación relativa fue calculada mediante la diferencia de las absorbancias 

en el punto inicial y después de 5 minutos. Adicionalmente, se realizó una curva de 

calibrado con concentraciones crecientes de T4 (0-1000nM, 37°C, 15 minutos) 

graficadas en relación con la absorbancia obtenida, permitiéndonos expresar los 

datos de captación como la presencia de T4 nmol/L/15minutos intracelular captado 

a través del ensayo. 

La captación de T4 en ausencia de digoxina corresponde a la captación total de T4, 

mientras que la captación en presencia de digoxina corresponde a la fracción no 

inhibible. De la diferencia de la captación total con la fracción no inhibible, se obtiene 

la fracción inhibible por digoxina, la cual nosotros asociamos al transporte de T4 por 

OATP4A1. 
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12.7.2 Determinación de parámetros cinéticos  

 

Los datos obtenidos de la captación de T4 fueron ajustados a la curva de Michaelis-

Menten y posteriormente transformados por la transformación de Eadie-hofstee, 

obteniendo así los parámetros de Km y Vmax utilizando el Software GraphPad Prism 

9. La capacidad o eficiencia de transporte de T4 se expresó mediante Vmax / Km. 

(Braun et al., 2012). 

 

12.8 Análisis estadísticos 

 

Los resultados experimentales fueron expresados como promedio ± desviación 

estándar. La distribución normal de los datos fue evaluada con el Test de Shapiro-

Wilk. La comparación de promedios fue realizada con el test de comparación no 

pareado según corresponda (Test T, o Test de Mann-Whitney). En comparaciones 

de grupos se utilizó ANOVA o Test de Kruskal-Wallis, según corresponda. Se 

consideró un valor de p<0.05 como estadísticamente significativo, utilizando el 

software GraphPad Prism 9. 
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13. RESULTADOS 

 

13.1 Niveles de OATP4A1 por insulina  

 

La expresión del transportador de HT OATP4A1 por insulina 10 nM se realizó 

mediante técnicas de RT-qPCR e Inmunocitoquímica en células de trofoblasto 

HTR8/SVneo como se observa en la figura 5 y 6 respectivamente. 

En la figura 5, se observa un aumento (~2 veces, p<0,05) de la expresión de ARNm 

de OATP4A1 en condiciones de insulina 10 nM. 

En la figura 6A y 6B se observan las inmunocitoquímicas en las condiciones de 

control e insulina respectivamente con aumento 40x. En la figura 6C se observa la 

intensidad de fluorescencia media, la cual muestra un aumento (~1,5 veces, p<0,05) 

de la expresión de proteína de OATP4A1 en condiciones de insulina 10nM.  
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Fig.5. Niveles de ARNm de OATP4A1 en ausencia y presencia de insulina 

en células HTR8/SVneo. RT-qPCR para el gen objetivo OATP4A1 y gen de 

referencia 28S en condiciones de control e insulina (10nM, 24hrs). La 

cuantificación se realizó mediante la fórmula de Livak 2−𝛥𝛥𝐶𝑞 expresado en veces 

de cambio (OATP4A1/28S). *p<0,05 estadísticamente significativo, n=6. 
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Fig. 6. Niveles de proteína de OATP4A1 en ausencia y presencia de insulina 

en células HTR8/SVneo. Se realizó inmunocitoquímica para OATP4A1 en 

condiciones de control e insulina observadas en microscopio confocal LSM780 en 

un aumento 40x. A) Inmunocitoquímica de OATP4A1 en ausencia de insulina. B) 

Inmunocitoquímica de OATP4A1 en presencia de insulina (10nM, 24hrs). C) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media (MFI/célula) en condiciones 

de control e insulina (10nM, 24hrs). *p<0,05 estadísticamente significativo, n=3. 
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13.2 Efecto de insulina en la actividad de transporte de T4 por OATP4A1 

 

El efecto de insulina (10nM, 24hrs) en la actividad de transporte de T4 por OATP4A1 

en células HTR8/SVneo se realizó mediante la técnica de captación de T4 (0-

1000nM, 37°C, 15 minutos) en ausencia y presencia de Digoxina (100nM) como 

inhibidor de OATP4A1. Se cuantificó el yoduro de T4 captado por lo trofoblastos 

mediante la técnica de oxido reducción de Sandell-Kolthoff, ajustando la curva a la 

cinética de Michaelis-Menten, a las cuales se le aplicó la transformación de Eadie-

Hofstee obteniendo así los parámetros de Vmax, Km y Vmax/Km. (Fig. 7 y tabla 2). 

En la figura 7A y 7B, se observa la captación total de T4 en condiciones de control 

e insulina. La Vmax y Km aumentan (~2 y ~3,5 veces, p<0,05, respectivamente) con 

insulina respecto a su control, mientras que la Vmax/Km disminuye (~40%, p<0,05), 

como se observa en la tabla 2. 

En la figura 7C y 7D, se observa la captación de T4 no Inhibible por digoxina en 

condiciones de control e insulina. La Vmax y Vmax/Km aumentan (~1,5 y ~6,5 veces, 

p<0,05 respectivamente) respecto a su control, mientras que la Km disminuye 

(~60%, p<0,05). Si comparamos los parámetros de la fracción no Inhibible por 

digoxina con la captación total de T4 podemos observar que la Vmax y Vmax/Km 

disminuyen (~60% y ~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a la captación total, 

mientras que la Km aumenta (~1,4 veces, p<0,05). Por otra parte, la fracción no 

Inhibible por digoxina en presencia de insulina mostró que su Vmax y Km disminuyen 

(~70% y ~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a la insulina en la captación total, 

mientras que Vmax/Km aumenta (~2 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 2. 
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En la figura 7E y 7F, se observa la captación de T4 para la fracción Inhibible por 

digoxina en condiciones de control e insulina. La Vmax y Vmax/Km aumentan (~2 veces 

para ambos, p<0,05) respecto a su control, mientras que la Km no mostró cambios 

significativos. Si comparamos los parámetros de la fracción Inhibible por digoxina 

con la captación total de T4 podemos observar que la Vmax y Vmax/Km disminuyen 

(~20% y ~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a la captación total, mientras que 

la Km aumenta (~5,5 veces, p<0,05). Por otra parte, la fracción Inhibible por digoxina 

en presencia de insulina mostró que su Vmax y Vmax/Km disminuyen (~30% y ~50%, 

p<0,05 respectivamente) respecto a la insulina de la captación total, mientras que 

la Km aumenta (~1,5 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

Fig. 7. Efecto de insulina en la captación total, en la fracción no Inhibible por 

digoxina y en la fracción Inhibible por digoxina de T4 en células HTR8/SVneo. 

El efecto de insulina en la actividad de transporte de T4 en células HTR8/SVneo se 

realizó mediante la técnica de captación (0-1000nM, 37°C, 15minutos) en ausencia 

y presencia de Digoxina (DGX, 100nM) como inhibidor de OATP4A1, obteniendo 

las gráficas de cinética de Michaelis-Menten (A,C,E) y la transformación de Eadie-

Hofstee (B,D,F). A y B Muestran la Captación total de T4 en condiciones de control 

e insulina (10nM, 24hrs). C y D Muestran la captación de T4 de la fracción no 

Inhibible por digoxina. E y F Muestran la captación de T4 de la fracción Inhibible por 

digoxina. 
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Tabla 2. Parámetros cinéticos del transporte de T4 en ausencia y presencia de 

insulina y digoxina.  

 

T4: tiroxina, Vmax: velocidad máxima, Km: constante de Michaelis-Menten, Vmax/Km: 

capacidad de transporte, DGX: digoxina. * p<0,05 respecto a su control, α p<0,05 

respecto al control de captación total de T4, β p<0,05 respecto a insulina de 

captación total de T4. 
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13.3 Efecto de los inhibidores de la vía MAPK y AKT sobre los niveles de 

ARNm y proteína de OATP4A1 por insulina  

 

 

Los niveles del THT OATP4A1 por insulina (10 nM, 24hrs), PD98059 (10 µM, 1hr) e 

inhibidor de AKT IV (10 nM, 1hr) se realizó mediante las técnicas de RT-qPCR e 

Inmunocitoquímica respectivamente, en células de trofoblasto HTR8/SVneo como 

se observa en la figura 8 y 9, respectivamente. 

En la figura 8, las células al incubarse con PD98059 e inhibidor de AKT IV se 

observa un aumento (~2,7 y~2,3 veces, p<0,05 respectivamente) de la expresión 

de ARNm de OATP4A1. Las células al incubarse con insulina en ausencia y 

presencia de PD98059 mostró un aumento de los niveles de ARNm (~2,1 y ~2,3 

veces, p<0,05 respectivamente) respecto al control. Sin embargo, al incubar con 

insulina en presencia del inhibidor de AKT IV se observó una disminución del 70% 

respecto al control y un 86% con respecto a insulina. 

En la figura 9 se observan las inmunocitoquímicas en condiciones de control (A-C) 

e insulina (10nM, 24hrs) (D-F) en ausencia (A y D) y presencia de PD98059 (10 µM) 

(B y E) e inhibidor AKT IV (10nM) (C y F) con aumento 40x. En la figura 9G se 

observa la cuantificación de la intensidad de fluorescencia media, la cual muestra 

que al incubarse con PD98059 e inhibidor de AKT aumenta (~1,3 y ~1,6 veces, 

p<0,05 respectivamente) la expresión de proteína de OATP4A1. Las células al 

incubarse con insulina en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV mostró un 

aumento de los niveles de proteína (~1,5 y ~1,4 veces, p<0,05 respectivamente) 

respecto al control. Sin embargo, al incubar con insulina en presencia de PD98059 
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se observó un aumento de 1,3 veces respecto al control, pero una disminución del 

20 % con respecto a insulina. 
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Fig. 8. Niveles de ARNm de OATP4A1 en ausencia y presencia de insulina, 

PD98059 e inhibidor de AKT IV en células HTR8/SVneo. RT-qPCR para el 

gen objetivo de OATP4A1 y el gen referencia 28S en condiciones de control e 

insulina (10 nM) en ausencia y presencia de PD98059 (10µM) e inhibidor AKT 

IV (10nM). La cuantificación se realizó mediante la fórmula de Livak 2−𝛥𝛥𝐶𝑞 

expresado en veces de cambio (OATP4A1/28S) *p<0,05 respecto al control, α 

p<0,05 respecto a insulina en presencia del inhibidor de AKT IV , n=6. 
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Fig. 9. Niveles de proteínas de OATP4A1 en ausencia y presencia de insulina, 

PD98059 e inhibidor de AKT IV en células HTR8/SVneo. Se realizó 

inmunocitoquímica para OATP4A1 en condiciones de control (A-C) e insulina (D-F) 

en ausencia (A y D) y presencia de PD98059 (10µM) (B y E) e inhibidor AKT IV 

(10nM) (C y F) observadas en microscopio confocal LSM780 en aumento 40x. G) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media (MFI/célula) en las 

condiciones mencionadas. *p<0,05 respecto a control, α p<0,05 respecto a insulina 

en presencia de PD98059, n=3. 
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13.4 Efecto de PD98059 en la actividad de transporte de T4 por OATP4A1 

en presencia de insulina 

 

El efecto de insulina (10nM, 24hrs)  y PD98059 (10µM, 1hr) en la actividad de 

transporte de T4 por OATP4A1 en células HTR8/SVneo se realizó mediante la 

técnica de captación (0-1000nM, 37°C, 15minutos) en ausencia y presencia de 

Digoxina (100nM) como inhibidor de OATP4A1. Luego, se cuantificó como se 

mencionó anteriormente, ajustando la curva a la cinética de Michaelis-Menten, a las 

cuales se le aplicó la transformación de Eadie-Hofstee obteniendo así los 

parámetros de Vmax, Km y Vmax/Km (Fig. 10 y tabla 3). 

En la figura 10A y 10B, se observa la captación total de T4 en condiciones de control 

e insulina en ausencia y presencia de PD98059. Las células al incubarlas con 

PD98059 se observó que la Vmax y Km aumentaron (~1,3 y ~5 veces, p<0,05 

respectivamente) respecto a la captación total de T4, mientras que la Vmax/Km 

disminuyó (~70%, p<0,05). Luego, las células incubadas con insulina en presencia 

de PD98059 se observó que la Vmax y Km disminuyeron (~40% y ~70%, p<0,05 

respectivamente) respecto a la insulina de la captación total, mientras que la Vmax/Km 

aumentó (~3 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 3.  

En la figura 10C y 10D, se observa la captación de T4 en condiciones de control e 

insulina en ausencia y presencia de PD98059 por la fracción no Inhibible por 

digoxina. Las células al incubarlas con PD98059 se observó que la Vmax y Vmax/Km 

aumentan (~1,7 y ~2 veces, p<0,05 respectivamente) respecto a su control, 

mientras que la Km no mostró cambios significativos. Luego, al incubar las células 

con insulina en presencia de PD98059 se observó que la Vmax y Km aumentaron 
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(~1,9 y ~4,3 veces, p<0,05 respectivamente) respecto a insulina, mientras que 

Vmax/Km disminuyó (~50%, p<0,05). Por otra parte, si comparamos los parámetros 

de la fracción no Inhibible por digoxina respecto a la captación total de T4, las células 

con PD98059 mostraron que la Vmax y Km disminuyeron (~50% y ~60%, p<0,05 

respectivamente) respecto a PD98059 de la captación total de T4, mientras que la 

Vmax/Km no cambió significativamente. Luego, las células incubadas con insulina en 

presencia de PD98059, se observó que la Vmax y Vmax/Km disminuyeron (~10% y 

~70%, p<0,05 respectivamente) respecto a la misma condición, mientras que la Km 

aumentó (~3 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 3.  

En la figura 10E y 10F, se observa la captación de T4 en condiciones de control e 

insulina en ausencia y presencia de PD98059 por la fracción Inhibible por digoxina 

(OATP4A1). Las células al incubarlas con PD98059 se observó que la Vmax y 

Vmax/Km disminuyeron (~10% y ~50%, p<0,05 respectivamente) respecto a su 

control, mientras que la Km aumentó (~1,9 veces, p<0,05). Luego, al incubar las 

células con insulina en presencia de PD98059 se observó que la Vmax y Vmax/Km 

disminuyeron (~80% y ~90%, p<0,05 respectivamente) respecto a insulina, mientras 

que la Km también aumentó (~2,5 veces, p<0,05). Finalmente, si comparamos los 

parámetros de la fracción Inhibible por digoxina respecto a la captación total de T4, 

las células con PD98059 mostraron que la Vmax y Vmax/Km disminuyeron (~50% y 

~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a PD98059 de la captación total de T4, 

mientras que la Km aumentó (~2,2 veces, p<0,05). Luego, las células incubadas con 

insulina en presencia de PD98059 se observó que la Vmax y Vmax/Km disminuyeron 
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(~80% y ~99%, p<0,05 respectivamente) respecto a la misma condición, mientras 

que la Km aumentó (~17 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 3. 
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Fig. 10. Efecto de insulina y PD98059 en la captación total de T4, en la fracción 

no Inhibible por digoxina y en la fracción Inhibible por digoxina en células 

HTR8/SVneo. El efecto de insulina y PD98059 en la actividad de transporte de T4 

por OATP4A1 en células HTR8/SVneo se realizó mediante la técnica de captación 

(0-1000nM, 37°C, 15minutos) en ausencia y presencia de Digoxina (DGX, 100nM) 

como inhibidor de OATP4A1, obteniendo las gráficas de cinética de Michaelis-

Menten (A,C,E) y la transformación de Eadie-Hofstee (B,D,F). A y B Muestran la 

captación total de T4 en condiciones de control e insulina (10nM, 24hrs) en ausencia 

y presencia de PD98059 (10µM). C y D Muestran la captación de T4 de la fracción 

no Inhibible por digoxina en ausencia y presencia de PD98059. E y F Muestra la 

captación de T4 de la fracción Inhibible por digoxina en ausencia y presencia de 

PD98059. 
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Tabla 3. Parámetros cinéticos del transporte de T4 en ausencia y presencia de 

insulina, PD98059 y digoxina.  

 

T4: tiroxina, Vmax: velocidad máxima, Km: constante de Michaelis-Menten, Vmax/Km: 

capacidad de transporte, DGX: digoxina. * p<0,05 respecto a su control. # p<0,05 

respecto a insulina de su grupo. α p<0,05 respecto a PD98059 de la captación total 

de T4. β p<0,05 respeto a insulina en presencia de PD98059 de la captación total 

de T4. 
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13.5 Efecto del inhibidor de AKT IV en la actividad de transporte de T4 

por OATP4A1 en presencia de insulina 

 

 

El efecto de insulina (10nM, 24hrs)  e inhibidor de AKT IV (10nM, 1hr) en la actividad 

de transporte de T4 por OATP4A1 en células HTR8/SVneo se realizó mediante la 

técnica de captación (0-1000nM, 37°C, 15minutos) en ausencia y presencia de 

Digoxina (100nM) como inhibidor de OATP4A1. Luego, se cuantificó como se 

mencionó anteriormente, ajustando la curva a la cinética de Michaelis-Menten, a las 

cuales se le aplicó la transformación de Eadie-Hofstee obteniendo así los 

parámetros de Vmax, Km y Vmax/Km (Fig. 11 y tabla 4). 

En la figura 11A y 11B, se observa la captación total de T4 en condiciones de control 

e insulina en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV. Las células al incubarlas 

con inhibidor de AKT IV se observó que la Vmax y Km aumentaron (~1,4 y ~2 veces, 

p<0,05 respectivamente) respecto a la captación total de T4, mientras que la 

Vmax/Km disminuyó (~30%, p<0,05). Luego, las células incubadas con insulina en 

presencia de inhibidor de AKT IV se observó que la Vmax y Km disminuyeron (~40% 

y ~50%, p<0,05 respectivamente) respecto a la insulina de la captación total, 

mientras que la Vmax/Km aumentó (~1,5 veces, p<0,05), como se observa en la tabla 

4. 

En la figura 11C y 11D, se observa la captación de T4 en condiciones de control e 

insulina en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV en la fracción no Inhibible 

por digoxina. Las células al incubarlas con inhibidor de AKT IV se observó que la 

Vmax y Km aumentan (~2,6 y ~5,2 veces, p<0,05 respectivamente) respecto a su 
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control, mientras que la Vmax/Km no mostró cambios. Luego, al incubar las células 

con insulina en presencia de inhibidor de AKT IV se observó que la Vmax y Km 

aumentaron (~1,7 y ~7,5 veces, p<0,05 respectivamente) respecto a insulina, 

mientras que Vmax/Km disminuyó (~80%, p<0,05). Por otra parte, si comparamos los 

parámetros de la fracción no Inhibible por digoxina respecto a la captación total de 

T4, las células con inhibidor de AKT IV mostraron que la Vmax y Vmax/Km 

disminuyeron (~30% y ~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a inhibidor de AKT 

IV de la captación total de T4, mientras que la Km aumentó (~3,6 veces, p<0,05). 

Luego, las células incubadas con insulina en presencia de inhibidor de AKT IV se 

observó que la Vmax y Vmax/Km disminuyeron (~30% y ~70%, p<0,05 

respectivamente) respecto a la misma condición, mientras que la Km aumentó (~2,5 

veces, p<0,05), como se observa en la tabla 4. 

En la figura 11E y 11F, se observa la captación de T4 en condiciones de control e 

insulina en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV en la fracción Inhibible por 

digoxina (OATP4A1). Las células al incubarlas con inhibidor de AKT IV se observó 

que la Vmax y Km disminuyeron (~50% y ~80%, p<0,05 respectivamente) respecto a 

su control, mientras que la Vmax/Km aumentó (~2,4 veces, p<0,05). Luego, al incubar 

las células con insulina en presencia de inhibidor de AKT IV se observó que la Vmax, 

Km y Vmax/Km disminuyeron (~80%, ~70%, y ~20% p<0,05 respectivamente) 

respecto a insulina. Finalmente, si comparamos los parámetros de la fracción 

Inhibible por digoxina respecto a la captación total de T4, las células con inhibidor 

de AKT IV mostraron que la Vmax, Km y Vmax/Km disminuyeron (~70%, ~40% y ~50%, 

p<0,05 respectivamente) respecto a inhibidor de AKT IV de la captación total de T4. 
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Luego, las células incubadas con insulina en presencia de inhibidor de AKT IV se 

observó que la Vmax y Vmax/Km disminuyeron (~80% para ambos, p<0,05) respecto 

a la misma condición, mientras que la Km no mostró cambios, como se observa en 

la tabla 4. 
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Fig. 11. Efecto de insulina e inhibidor de AKT IV en la captación total de T4, en 

la fracción no Inhibible por digoxina y en la fracción Inhibible por digoxina en 

células HTR8/SVneo. El efecto de insulina e inhibidor de AKT IV en la actividad de 

transporte de T4 por OATP4A1 en células HTR8/SVneo se realizó mediante la 

técnica de captación (0-1000nM, 37°C, 15minutos) en ausencia y presencia de 

Digoxina (DGX, 100nM) como inhibidor de OATP4A1, obteniendo las gráficas de 

cinética de Michaelis-Menten (A,C,E) y la transformación de Eadie-Hofstee (B,D,F). 

A y B Muestran la captación total de T4 en condiciones de control e insulina (10nM, 

24hrs) en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV (10nM). C y D Muestran la 
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captación de T4 de la fracción no Inhibible por digoxina en ausencia y presencia de 

inhibidor de AKT IV. E y F Muestra la captación de T4 de la fracción Inhibible por 

digoxina en ausencia y presencia de inhibidor de AKT IV. 
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Tabla 4. Parámetros cinéticos del transporte de T4 en ausencia y presencia de 

insulina, inhibidor de AKT IV y digoxina.   

 

T4: tiroxina, Vmax: velocidad máxima, Km: constante de Michaelis-Menten, Vmax/Km: 

capacidad de transporte, DGX: digoxina. * p<0,05 respecto a su control. # p<0,05 

respecto a insulina de su grupo. α p<0,05 respecto inhibidor de AKT IV de la 

captación total de T4. β p<0,05 respeto a insulina en presencia de inhibidor de AKT 

IV de la captación total de T4. 
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14. DISCUSIÓN 

 

Los resultados de esta investigación muestran que los trofoblastos humanos en 

presencia de insulina aumentan los niveles de ARNm y proteína, así como también 

la actividad de transporte por OATP4A1. El efecto de insulina sobre la expresión de 

ARNm de OATP4A1 depende de la vía de AKT, mientras que la expresión de 

proteína depende de la vía de MAPK. De manera interesante, la actividad de 

transporte de OATP4A1 depende parcialmente de AKT y totalmente de MAPK. 

 

14.1 Sobre la expresión de OATP4A1 por insulina 

 

El transportador OATP4A1 se expresa en diversos tejidos humanos a nivel de 

ARNm, tales como corazón, hígado, pulmón, páncreas, riñón y placenta (Fijiwara et 

al., 2001). A nivel de proteína OATP4A1 se expresa en placenta humana (Sato, K 

et al., 2003) específicamente en células del sincitiotrofoblasto permitiendo el 

transporte de HT de T3 y T4 (Loubiere et al., 2012) para suplir las necesidades del 

feto, ya que cualquier alteración en el traspaso de HT puede tener complicaciones 

en el desarrollo fetal (Haddow et al., 1999). También, se ha visto que se 

sobreexpresa en algunos tipos de cáncer como cáncer gástrico (Fang Y et al., 

2021), colorrectal (Wang Z et al., 2019) y pulmón (Chen YL et al., 2023). Si bien se 

ha documentado la expresión de OATP4A1 en múltiples tejidos, la evidencia 

disponible se basa principalmente en estudios de ARNm, siendo escasos los 

análisis a nivel proteico. 
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Por otro lado, el modelo celular empleado en esta tesis HTR8/SVneo, corresponde 

a trofoblastos humanos de primer trimestre de gestación inmortalizadas, las cuales 

se caracterizan por tener funciones de migración e invasión (Taga S et al., 2022). 

En relación con esto, placentas con preeclampsia muestran que la expresión del 

gen SLCO4A1 (OATP4A1) estaría disminuido, y esto se correlaciona con una 

disminución en la migración e invasión trofoblástica (Founds, S et al., 2009), lo que 

nos ayuda a comprender el rol de la presencia de este transportador en trofoblastos 

humanos. Si bien sabemos que el transportador OATP4A1 se expresa en placenta, 

no hay trabajos sobre la actividad del transporte de HT en este tejido.  

En relación con la regulación por insulina, se sabe que es una hormona capaz de 

regular el metabolismo glucídico, síntesis de proteínas y lípidos (Dong Q et al., 

2020), además de regular positiva o negativamente la expresión génica mediante 

los factores de transcripción como FOXO, SREBP-1c, IGFBP-1 (Guo S et al., 2014). 

También se ha visto que regula los transportadores de glucosa como GLUT1 y 

GLUT4 en cardiomiocitos (Zorzano A et al., 1997) y GLUT4 en musculo esquelético 

de ratas (Marette, A et al., 1992). Sin embargo, la regulación de los transportadores 

de hormonas tiroideas por insulina aún no sido descrita.  

Con respecto a la regulación de los THT, se ha observado que MCT8 y OATP1C1, 

expresados en neuronas y astrocitos respectivamente, son regulados a la baja en 

inflamación sistémica por lipopolisacáridos (Wittmann G et al., 2015). Por otra parte, 

se ha observado un aumento del transportador OATP4A1 en secciones tumorales 

de glioblastoma humano, específicamente en regiones perinecróticas, lo cual se 

correlacionó con marcadores relacionados con la hipoxia (Cooper, E et al., 2022).  
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Adicionalmente, se evidencia un aumento del gen SLCO4A1 en respuesta a la 

hipoxia en pacientes con neuroblastoma, cuyos niveles de expresión se 

correlacionan con un mal pronóstico (Applebaum et al., 2016). Por otra parte, se 

estudió la inflamación crónica, en un modelo de ratas con artritis, como regulador 

de la expresión del gen de OATP4A1, resultando en una reducción significativa de 

la expresión del gen de OATP4A1 en hígado y un aumento del gen en el corazón, 

en la cual los autores lo atribuyeron a la presencia de algunas citoquinas como IFN-

γ, IL-1A, IL-10, INOS y a la enzima COX2 (Hanafy et al., 2012). De esta misma 

forma Wleck y colaboradores, al estudiar los transportadores OATP4A1, OATP3A1 

y OATP2A1, encontró que aumentan sus ARNm en la mayoría de los casos de 

cáncer de hígado humano en comparación con los controles (Wlcek et al., 2011) 

donde los autores discuten que posiblemente las citoquinas inflamatorias regularían 

la expresión de estos transportadores. Entonces, encontramos que el transportador 

OATP4A1 es regulado por condiciones de hipoxia e inflamación, sin embargo, no 

existe evidencia previa respecto a la regulación de OATP4A1 por insulina. No 

obstante, en un estudio previo de laboratorio, se observó que insulina es capaz de 

aumentar la expresión de OATP4A1 y la actividad del transporte de T4 en 

trofoblastos humanos (Roble, K. 2023, Datos no publicados). Esto se condice con 

los resultados encontrados en esta tesis, donde se observa que en condiciones de 

hiperinsulinemia la expresión de ARNm y proteína del transportador de OATP4A1 

aumentan respecto al control. 

Respecto a la distribución celular de OATP4A1 observada por inmunocitoquímica 

en este estudio, el marcaje no se presentó de manera homogénea, sino que se 
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evidenció concentrado en una región específica de la célula. Esto concuerda con 

Sato y colaboradores, los cuales estudiaron la localización de OATP4A1 en 

placenta, y encontraron que se expresa en la membrana apical de los 

sincitiotrofoblastos (Sato et al., 2023), si bien, la línea celular HTR8/SVneo no es 

polarizada, esto podría explicar la expresión de OATP4A1 observada en nuestro 

estudio. Será necesario en futuros trabajos determinar la localización específica de 

este transportador.  

En cuanto a los resultados obtenidos, se observó un aumento del ARNm de 

aproximadamente 2 veces, en comparación con un incremento de 1,5 veces en el 

nivel de proteína, lo que sugiere la existencia de mecanismos de regulación a nivel 

pre y post-transcripcional o traduccional. En relación con esto, los niveles de ARNm 

dependen de varios factores, por ejemplo, de los factores de transcripción que 

regulan positiva o negativamente (Jackson, D et al., 2000), del procesamiento post 

transcripcional (Liu H et al., 2014), de la interacción con microARNs (Chekulaeva, 

M et al., 2009) que pueden bloquear su traducción o promover su degradación 

(Peng, S et al., 1998) y de la exportación del ARNm desde el núcleo al citoplasma 

(Van Hoof, A et al., 2002). En el caso de las proteínas, los niveles dependerán de la 

transcripción y procesamiento del ARNm (Jackson, D et al., 2000), de la traducción, 

estabilidad y su degradación (Hargrove JL et al., 1990). En este sentido, se encontró 

que la hipometilación del ADN de las regiones promotoras del gen OATP4A1, 

aumenta los niveles de transcripción del ARNm en tejido canceroso colorrectal 

(Rawłuszko-Wieczorek et al., 2015). En cuanto a OATP4A1 como proteína, no hay 

evidencia de modificaciones, no obstante, se encontró mediante western blot que el 



60 
 

transportador OATP1A2 expresado en sincitiotrofoblasto en placenta humana 

puede sufrir glicosilaciones, lo que podría sugerir que exista un proceso similar para 

OATP4A1 (Loubiere et al., 2012). Además, se observó que el trasportador OAT1 

perteneciente a la misma familia SCL/OATP, se degrada a través de los 

proteasomas en células renales (Fan Y et al., 2020). Por lo tanto, según lo reportado 

en la literatura podemos sugerir que el aumento de OATP4A1 por insulina podría 

ser regulado por la metilación del promotor, por un aumento o disminución de la 

actividad del proteasoma, sin embargo, nuevos estudios deberán determinar estas 

asociaciones. 

 

14.2 Sobre la actividad del transporte de T4 por insulina 

 

 

El transporte de HT desde la madre al feto es imprescindible durante el primer 

trimestre de gestación, por lo tanto, los THT en placenta tienen un rol fundamental 

en la captación de T3 y T4. Hasta la fecha se han estudiado 6 THT en placenta, los 

cuales corresponden a MCT8, MCT10, LAT1, LAT2, OATP1A2 y OATP4A1. La 

actividad de transporte de T4 por estos transportadores en placenta es bastante 

limitada, no obstante, se ha descrito que en astrocitos de rata el transportador LAT1 

presenta una Km de 2μM en la captación de T3 (Blondeau, J. P et al., 1993), 

mientras que en la línea celular de trofoblasto de coriocarcinoma humano JAR fue 

0,8μM (Prasad, P. D et al., 1994). Otro estudio revelo que en Ovocitos de Xenopus, 

el transportador LAT1 obtuvo valores de Km de 1,8 y 6,3μM para 

T3 y T4 respectivamente (Ritchie, J. W. A et al., 1999), el transportador MCT8 
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valores de Km de 4,7µM para T4 (Friesema EC et al., 2003) y el transportador LAT2 

valores de Km de 16,24µM para 3,3’ diyodotironina (3,3’-T2) (Kinne A et al., 2015). 

Este último no transportó T3 ni T4 en ovocitos de Xenopus. Por último, para el 

transportador MCT10, se ha obtenido una Km de 23µM para el transporte de T4 en 

trofoblastos de la línea celular JEG-3 (Bourgeois NM et al., 2016).  

En relación con el transporte de T4 por OATP4A1, no se ha registrado valores de 

Km en placenta, no obstante, se encontró que en Ovocitos de Xenopus el valor de 

Km aparente para el transporte de T3 por OATP4A1 es de 0,9µM (Fijiwara et al., 

2001) con una alta afinidad por las HT, de lo cual se deduce que desempeña un 

papel importante en el transporte de HT desde la sangre materna hasta el feto. 

Sumado a esto, se han registrado valores de Km aparente para otros 

transportadores OATP localizados en diferentes tejidos, que también transportan 

HT, como OATP1B1, OATP1A2 y OATP1C1 (Hagenbuch et al., 2007). En Ovocitos 

Xenopus, OATP1A2 mostró una Km de 8,0µM para el transporte de T4 (Kullak-Ublick 

et al., 2001), mientras que, para OATP1B1 la Km fue de 3,0µM (Abe et al., 1999). En 

células de ovario de hámster chino (CHO), se encontró que la Km para el transporte 

de T4 por OATP1C1 fue de 0,09µM presentando una mayor afinidad en relación con 

los otros (Pizzagalli et al., 2002). Además, en células HEK293 transfectadas para 

expresar OATP1C1 se obtuvo una Km de 0,013µM y una Vmax de 1,7 pmol/min/mg 

(Baldeshwiler, G, 2011). A partir de estos datos es posible concluir que los valores 

de Km para OATP varían desde el nivel nanomolar hasta micromolar (0,013-8µM) 

según su ubicación tisular. 
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Los estudios de cinética mencionados anteriormente se realizaron a través de 

técnicas radiactivas, mientras que los datos obtenidos en esta tesis se realizaron de 

acuerdo con la tasa de producción de una reacción redox cromogénica de yodo con 

cerio y arseniato. Las ventajas de esta técnica es que no está limitada a la 

desintegración del yodo radiactivo ni a las condiciones de salud, además se puede 

realizar en pocas horas (Bílek et al., 2005). Por otro lado, el arsenito de sodio está 

clasificado como carcinógeno (Carabantes, A. G et al., 2002). Sin embargo, existen 

trabajos utilizando esta técnicas como en células MDCK que sobreexpresan MCT8 

confirmando la captación de T3 dependiente de la concentración y tiempo (Dong, H 

et al., 2017). Desafortunadamente, no calcularon los valores de Km y Vmax. 

En cuanto a los resultados obtenidos para el transportador OATP4A1, registramos 

Km y Vmax de valores en el rango nanomolar, 14,9nM y 52,8nM respectivamente, lo 

cual está dentro del rango en base a la literatura, sin embargo, los valores no son 

similares para OATP4A1. Situación que puede deberse a la técnica usada, el tipo 

celular y las condiciones de trabajo. De la misma manera ocurre para los 

transportadores LAT y MCT. A pesar de ello, al incubar con insulina, la capacidad y 

velocidad de transporte se ven aumentados, con valores de 7,4 y 99,5nM 

respectivamente,  lo que se condice con los resultados obtenidos en experimentos 

anteriores en nuestro laboratorio (Roble, K 2023), pudiendo concluir que insulina es 

capaz de regular a OATP4A1 y sistemas de transporte MCT y LAT. En relación con 

la Km de MCT y LAT esta se ve disminuida (Fracción No inhibible por DGX), 

aumentando su afinidad por T4 en presencia de insulina, mientras que para 

OATP4A1 no se observan cambios, por lo que se sugiere la presencia del mismo 
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transportador en condiciones control y con insulina. Si bien, los sistemas de 

transporte estarían aumentados en presencia de insulina, la captación total se ve 

disminuida (Vmax/Km). El parámetro de Vmax/Km nos permite saber la capacidad o 

eficiencia del transporte, es decir, cuanto transporta en relación con la cantidad de 

sustrato (Chan, KY et al., 2007), por lo tanto, la captación total de T4 tiene una 

menor capacidad de transporte frente al sistema de OATP4A1 y MCT-LAT. 

 

14.3 Sobre el efecto de MAPK y AKT en la expresión y actividad de 

OATP4A1 por insulina 

 

 

Como ya mencionamos, la insulina está encargada de regular el metabolismo y de 

promover la división y el crecimiento celular (Dong Q et al., 2020). Estos procesos 

son llevados a cabo por la activación de diferentes vías de señalización, dentro de 

los cuales estudiamos la participación de AKT y MAPK. En relación con la vía de 

MAPK, la insulina se une su receptor de la familia tirosina quinasa, el cual puede 

ser la isoforma A, isoforma B, receptor de IGF1, o receptores híbridos (Pandini, G 

et al., 2002). Estos receptores son fosforilados funcionando como sitios de 

acoplamiento para proteínas con dominios de homología a Src tipo 2 (SH2) como la 

proteína 2 unida al receptor de crecimiento (Grb2) y la fosfatasa con dominios SH2 

(SHP) iniciando una cascada de señalización intracelular. Posteriormente se recluta 

a la proteína SOS para activar a la proteína GTPasa RAS , que activa a la proteína 

quinasa de la quinasa activada por mitógenos (MEK) y esta a su vez a la proteína 

quinasa regulada por señales extracelulares (ERK1/2), el cual es translocado al 
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núcleo para fosforilar factores de transcripción (Pearson, G et al., 2001). De esta 

manera, la vía de MAPK induce la proliferación, diferenciación celular y regulación 

de la expresión génica (Robinson, M. J et al., 1997). En cuanto a AKT, se 

autofosforilan los receptores de insulina en residuos de tirosina, se le une 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) el cual convierte a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 

(PIP2) en fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). En este último se ancla la 

proteína quinasa B (AKT) y la proteína quinasa dependiente de fosfoinosítidos 3-

quinasa tipo 1 (PDK1) fosforilando a AKT que a su vez puede fosforilar diversas 

proteínas como factores de crecimiento para regular la proliferación, supervivencia 

y metabolismo celular (Manning, B. D et al., 2017).  

En esta tesis, encontramos que la actividad del transportador OATP4A1 aumenta 

en presencia de insulina y que esta depende de la vía de MAPK y AKT. Respecto a 

esto, en literatura no se ha estudiado la regulación de la expresión de los 

transportadores de hormonas tiroideas por insulina, por lo tanto, no hay evidencia 

de la regulación de OATP4A1 por las vía MAPK y AKT. Sin embargo, hemos 

encontrado que en células trofoblásticas humanas primarias (PHT) de placenta a 

término, hay un aumento significativo de la actividad de transporte de aminoácidos 

del sistema A en un 37% en presencia de insulina en embarazos con obesidad, y 

también un aumento de la fosforilación de 3 veces para AKT y ERK (Castillo-

Castrejón M et al., 2019). Los autores mencionan que la placenta es sensible a 

insulina en condiciones como la obesidad, y que promueven funciones placentarias 

críticas, incluyendo el transporte de aminoácidos (Castillo-Castrejón M et al., 2019). 

Esto apoya los resultados obtenidos en esta tesis ya que, si la insulina es capaz de 
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aumentar la actividad del transporte de aminoácidos en placenta, es posible que 

también aumente el transporte de T4 por los THT dependiente de la activación de 

AKT y MAPK, teniendo presente que las HT corresponden a un aminoácido de 

tirosina con 4 residuos de yodo (Shahid, M. A et al., 2018). Además, se encontró 

que, en placenta de babuinos, específicamente en membranas microvellosas 

plasmáticas del trofoblasto, una dieta con restricción de nutrientes se asoció con 

inhibición de las vías de señalización de insulina/IGF-I, tanto ERK1/2 como AKT, 

disminución de la expresión de transportadores de SNAT, LAT, GLUT-1 y menores 

niveles fetales de aminoácidos esenciales (Kavitha JV et al., 2014). Siguiendo esta 

lógica, insulina disminuye el transporte de aminoácidos en fetos con IUGR. Por lo 

tanto, esto nos sugiere que ambas vías de señalización están implicadas en el 

transporte de nutrientes hacia el feto y que posiblemente suceda igual para el caso 

de OATP4A1. 

Por otra parte, no hay evidencias de la expresión de proteína de OATP4A1 

dependiente de MAPK, sin embargo,  encontramos que ERK1/2 puede regular post-

transcripcionalmente la estabilidad y traducción de mRNAs de citoquinas mediante 

proteínas de unión a ARNm como tristetraprolina (TTP), la cual se une a secuencias 

específicas del ARNm de citoquinas, llamadas elementos ricos en AU en la región 

3’-UTR,que reducen la estabilidad del ARNm y su vida media facilitando la 

degradación del ARNm, explicando una manera indirecta la regulación de los 

niveles de proteína mediante la vía MAPK (Tiedje C et al., 2014). Si bien, nosotros 

encontramos que insulina aumenta la proteína de OATP4A1 mediado por MAPK 
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ERK1/2, el trabajo de Tiedje y colaboradores, nos permite inferir que ERK1/2 es 

capaz de regular los niveles de proteína sin generar cambios transcripcionales. 

En relación con los niveles de ARNm de OATP4A1 mediado por AKT en 

trofoblastos, tampoco hay evidencias que demuestren esto, sin embargo, se sabe 

que la vía de AKT está asociada con la regulación de la expresión génica (Manning, 

B. D et al., 2017). En un estudio en placentas de ratas, se encontró que una 

sobreexpresión de glucocorticoides generó una disminución de la fosforilación de 

AKT y de la proteína 1 de unión al factor de iniciación eucariota 4E (4EBP1), 

afectando la expresión a nivel de ARNm del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y del factor de crecimiento placentario (PIGF) durante el embarazo (Ozmen 

A et al., 2015). Nosotros encontramos que insulina aumenta los niveles de ARNm 

de OATP4A1 mediado por AKT, de modo que, el trabajo de Ozmen y colaboradores 

nos sugiere que AKT es capaz de regular los niveles de ARNm de OATP4A1 

transcripcionalmente. 

En una revisión, se indicó que la regulación y el ensamblaje de ciclina D1 esta 

mediada por factores de crecimiento dependiente de Ras y ERK1/2, mientras que 

la vía de AKT inhibe la degradación postraduccional de esta (Diehl, J. A et al., 2002). 

La ciclina D1 es una proteína clave en el ciclo celular y su sobreexpresión es una 

de las modificaciones oncogénicas más comunes en cáncer (Ramos-García P et 

al., 2018). Los autores mencionan que la regulación de ciclina D1 depende de 

ambas vías de señalización, tanto de MAPK como de AKT, ya que, si bien MAPK 

regula la expresión de factores de transcripción, AKT por otro lado inhibe la 

degradación postraduccional de ciclina D1 de manera indirecta, ya que no afecta la 
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transcripción, sino que más bien lo hace a través de la fosforilación de la quinasa 

3B de la sintasa de glucógeno (GSK3β). GSK3β normalmente fosforila la ciclina D1, 

marcándola para su exportación nuclear y favoreciendo su degradación. Al inhibirse 

GSK3β por AKT, ciclina D1 permanece en el núcleo, evitando su degradación y 

manteniendo su nivel proteico (Diehl, J. A et al., 2002). Esto podría explicar los 

resultados de esta tesis, donde encontramos que la expresión de ARNm de 

OATP4A1 depende de AKT, mientras que la proteína depende de MAPK, 

observando una dependencia por ambas vías de señalización, en donde OATP4A1 

por medio de AKT sería regulado transcripcionalmente, y MAPK lo regularía 

indirectamente en el proceso de traducción (figura 12).   
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Figura 12. Modelo propuesto para la expresión de OATP4A1 dependiente de 

AKT y MAPK. Insulina se une a su receptor en membrana activando las vía de AKT 

y MAPK. AKT regula al promotor de OATP4A1 transcripcionalmente, mientras que 

MAPK actúa sobre la degradación de proteína de OATP4A1 y el proteasoma .AKT: 

proteína quinasa B, MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos, OATP4A1: 

polipéptido transportador de aniones orgánicos 4A1. 
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15. DEBILIDADES Y LIMITACIONES 

 

 

Si bien en este trabajo se cumplieron con los objetivos, se deben tener en 

consideración algunas debilidades o limitaciones en lo que respecta. Partir 

mencionando que este trabajo fue llevado a cabo en una línea celular de 

trofoblastos, lo que pudo ser mejorado utilizando un cultivo primario desde placentas 

para evaluar la expresión y actividad de OATP4A1. Por otra parte, la técnica usada 

para determinar la actividad de transporte es una técnica indirecta para la captación 

de T4, por lo general se utilizan marcadores radiactivos para evaluar el transporte, 

lo que podría generar distintos resultados, los cuales impiden una correcta 

comparación con la literatura. En relación con la expresión de proteína de 

OATP4A1, se usó inmunocitoquímica que, si bien es una técnica para evaluar 

expresión, corresponde a una técnica semicuantitativa, lo cual puede ser 

complementado con un WesternBlot. Otra debilidad, en relación con la 

inmunocitoquímica, faltó determinar la localización celular del transportador 

OATP4A1 con un marcador de membrana plasmática.  
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16. FORTALEZAS 

 

En el desarrollo de este trabajo, encontramos distintos puntos fuertes a considerar. 

Primero hay que destacar que este es el primer trabajo que posiciona a la insulina 

como regulador de la expresión y actividad de OATP4A1 en trofoblastos humanos. 

Además, es el primer estudio en evaluar la participación de vías de señalización 

como MAPK y AKT en la expresión y actividad de este transportador en placenta. 

Por otro lado, si bien la técnica usada para determinar la actividad de OATP4A1 no 

es la convencional, es una técnica fácil de realizar, que no depende de la 

degradación de los isotopos marcados y que no está asociado a complicaciones en 

salud. Además, el modelo celular utilizado, es más accesible al momento de realizar 

experimentos, el cual imita un ambiente similar a lo que sucede en el comienzo del 

embarazo, ya que corresponde a un modelo de trofoblastos de primer trimestre de 

gestación. 

De manera relevante, esta tesis es uno de los pocos trabajos en dónde se obtienen 

los parámetros de Vmax, Km y Vmax/Km con respecto a la captación de T4 por 

OATP4A1.  
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17. CONCLUSION 

 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, podemos decir que insulina 

es capaz de regular la actividad de OATP4A1 la cual depende tanto de MAPK como 

de AKT, mientras que la expresión de ARNm depende de AKT y la proteína de 

MAPK.  

De manera interesante, insulina disminuye la capacidad de transporte total de T4. 

En base a esto, podemos mencionar que en embarazadas que cursan con 

hiperinsulinemia, el suministro de hormonas tiroideas hacia el feto podría estar 

disminuido, sin embargo, los sistemas como el de OATP4A1 estarían intentando 

reponer el transporte de T4 hacia el feto.  
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18. PROYECCIONES 

 

A partir de los resultados encontrados, se proponen las siguientes protecciones para 

complementar y avanzar esta investigación. Primero, será trabajo futuro evaluar la 

expresión de OATP4A1 y sus vías de señalización mediante WesternBlot. También, 

realizar estos experimentos en otro modelo celular como explantes de placenta a 

término o directamente en las membranas microvellosas del sincitiotrofoblasto. 

Probar un marcador de membrana plasmática para determinar la localización 

subcelular del transportador OATP4A1. Finalmente, determinar la actividad y 

expresión para los otros transportadores de la familia MCT y LAT en trofoblastos en 

presencia de insulina para determinar su rol en esta condición. 
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