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RESUMEN

La obesidad es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial, ya que es un
factor de riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina (RI), condiciéon que precede a la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). El adipocito tiene la capacidad de secretar a la circulacidon general a la proteina
transportadora de retinol tipo 4 (RBP-4), el cual esta relacionado positivamente con la Rl y DM2, segln

los resultados de diversos estudios clinicos y epidemioldgicos.

Estudios in vitro muestran que el RBP-4 es capaz de inducir Rl en miocitos esqueléticos,
desconociéndose a detalle el mecanismo involucrado, por lo que el objetivo general del presente trabajo
es determinar las bases moleculares de la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 en miotubos
esqueléticos L6. Al igual que otros grupos de investigadores, se considerara la incorporacion de 2-deoxi-
(3H)-glucosa (2DG-3H) estimulada por insulina como un indicador de la Rl en nuestro modelo celular. La
presencia de RBP-4 reduce de manera significativa la incorporacion de 2DG-3H, siendo este efecto
dependiente de la concentracién, asi como de la duracién del tratamiento. Ademas de este efecto, el
RBP-4 disminuye el nivel de expresidn del receptor a insulina e incrementa la expresién del transportador
GLUT-4, la citocina IL-6, la proteina SOCS-3 y la acumulacién de triglicéridos en el citoplasma de los

miotubos esqueléticos. La IL-6, por si misma es capaz de inducir resistencia a la insulina en las células L6.

Los miotubos L6 expresan dos tipos de receptores de membrana capaces de unir de manera
especifica el RBP-4, STRA6 y TLR-4, el uso de C34 y LPS (antagonista y agonista de la proteina TLR-4,
respectivamente), dejan en evidencia que el efecto del RBP-4 sobre la Rl en los miotubos L6 es mediada

por la activacién de TLR-4.

Este trabajo muestra por vez primera que la Rl inducida por RBP-4 en miocitos esqueléticos
requiere de la activacién de TLR-4, un receptor caracteristico de las células del sistema inmune, y la

produccion de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6.



INTRODUCCION

OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial que presenta un componente de inflamacién
sistémica que va de leve hasta moderada. Su incidencia esta en un constante aumento desde el siglo
pasado, convirtiéndose en uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial, alcanzando
una alta prevalencia en la poblacién adulta, juvenil e infantil, tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados (Cummings et al, 2003; Flegal et al, 2005). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la ha llegado a definir como la epidemia del siglo XXI. México y Estados Unidos tienen el mayor indice de
obesidad mundial en adultos, comparados con paises como Corea y Japon. Ademas, nuestro pais ocupa
el cuarto lugar en obesidad infantil y el décimo en diabetes mellitus, de la cual se ha estimado que para

el afio 2030 tendra el séptimo lugar.

El origen multifactorial de la obesidad involucra la participacidon de factores genéticos, sociales y
ambientales, incluyendo estilos de vida, asi como condiciones socio-econdmicas. Este padecimiento se
caracteriza por una acumulacién excesiva de grasa corporal en los individuos, causado por un balance
positivo de energia, que ocurre cuando la ingestién de energia de los alimentos excede al gasto

energético (Seedo et al, 2000; Hager et al, 2003; Esteve et al, 2009).

La obesidad se define en funcién del indice de masa corporal (IMC), que estima el exceso de peso
para una determinada altura. Resulta del cociente entre el peso en kilogramos (Kg) y la estatura de la
persona expresada en metros elevada al cuadrado (m?) (IMC = peso (Kg)/ estatura (m?). Se considera
una persona obesa cuando su IMC es superior a 30 Kg/m?, con sobrepeso cuando se halla entre 25y 29.9

kg/m?, y con peso normal cuando va de 18 a 24.9 kg/m? (OMS, 2012).

La obesidad es considerada uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de multiples
enfermedades crénico-degenerativas, tales como diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial,
dislipidemia, enfermedades cardiovasculares (especialmente la cardiopatia isquémica y los infartos
cerebrales), enfermedades osteoarticulares, ciertos tipos de cancer como el de mama, prdéstata y colon,

apnea del suefio y varias otras enfermedades (Astrup et al, 2008; Clark et al., 2000;Haslam et al, 2005;



Dandona et al, 2005; Pi-Sunyer et al, 1993, Felber et al, 2002; Petersen et al, 2006; Kumashiro et al,
2011). De hecho, se estima que las personas con obesidad presentan un incremento de mortalidad
asociada a enfermedades no transmisibles con respecto a las personas con peso normal (OMS, 2012).
Datos epidemioldgicos muestran que el 44% de la mortalidad por diabetes esta asociada con la obesidad,
el 23% con cardiopatias isquémicas, mientras que el 41% se relaciona con diferentes tipos de cancer
(OMS, 2008). Los costos econdmicos directos e indirectos de la obesidad y sus enfermedades asociadas,
aumentan de manera drastica la demanda de servicios de salud, lo cual impone la necesidad urgente de
conocer a detalle las bases moleculares responsables de su origen y desarrollo para de esta manera

disefar estrategias de prevencion y control.

En México, el costo econdmico total de la obesidad y sus patologias asociadas para el afio 2008 fue
de 67,000 millones de pesos. Se estima para 2017 este problema ocasionard un costo total de 156,000
millones de pesos, en caso que siga la misma tendencia de aumento en la prevalencia de obesidad. Estos
datos econdmicos dejan en claro que la obesidad no sélo tiene efectos adversos en la salud, sino en el

desarrollo econémico y social de los mexicanos (ENSANUT, 2012).

TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo, denominado también tejido graso, se divide tradicionalmente en tejido adiposo
blanco y pardo, ambos con distintas caracteristicas histoldgicas y funcionales. El tejido adiposo blanco
tiene la funcién de acumular energia, en forma de triglicéridos, y liberar rdpidamente acidos grasos libres
cuando esta energia es necesaria, ademas de la liberacién de hormonas y citocinas que modulan el
metabolismo corporal (Wolf et al, 2007). La principal funcién del tejido adiposo pardo es la produccién
de calor, participando asi en la regulacién térmica del organismo. Este tejido es rico en mitocondrias y
muy vascularizado (lo que le da su coloracién oscura), y a diferencia del tejido adiposo blanco, presenta
la proteina desacoplante 1 (UCP1) que desacopla la respiracién mitocondrial generando energia como
calor. El balance entre las areas blancas y pardas puede modificarse en respuesta a distintos factores,

tales como el frio, el calor, la obesidad, la edad, entre otros (Moreno & Martinez, 2002). El 80 % del



tejido adiposo corporal se distribuye a nivel subcutaneo, el 10 % a nivel visceral y el 10% restante a nivel

perigonadal, perirrenal y retroperitoneal (Bays et al, 2004).

El adipocito representa la unidad basica del tejido adiposo, constituyendo entre uno y dos tercios del
mismo (Moreno & Martinez, 2002; Valenzuela A, 2004). El resto del tejido esta formado por células
sanguineas, endoteliales y precursores de los adipocitos con distintos grados de diferenciacion,
fundamentalmente fibroblastos, aunque también aparecen pre-adipocitos, células mesenquimales
probablemente diferenciadas y células grasas muy pequefias (Moreno & Martinez, 2002). El adipocito
tiene su origen a partir de células precursoras o pre-adipocitos, las cuales, bajo el estimulo de numerosas
hormonas, citocinas, factores de crecimiento y nutrientes, inician un proceso de diferenciacion
morfoldgica y funcional, hasta convertirse en un adipocito maduro, lo que se conoce como adipogénesis,

proceso que esta presente durante toda la vida (Valenzuela, 2004; Godinez et al, 2002).

Durante muchas décadas se considerd al tejido adiposo como un depésito inerte de triglicéridos,
reconociendo como Unica funcién del adipocito, la de participar en la regulacidn de la utilizacién de
estas reservas energéticas por el organismo, via lipogénesis y lipdlisis (formacién y rompimiento de
moléculas de triglicéridos, respectivamente). La identificacidn, en tejido adiposo, de la lipoproteina
lipasa (enzima que hidroliza los triglicéridos) y posteriormente de la adipsina (proteina del
complemento), fueron los primeros hallazgos que confirmaban que el tejido adiposo no cumple un mero
papel de depdsito energético. Posteriormente, la descripcion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y
fundamentalmente de la leptina (Friedman JM, 1994; Halass et al, 1995), han modificado
definitivamente la concepcidn actual del tejido adiposo, considerdandolo un tejido endocrino activo que
juega un papel importante en la homeostasis energética y en otros procesos fisioldgicos (Trayhurn, 2005;

Lago et al, 2007).

En anos recientes, se ha reconocido que el adipocito secreta varias moléculas bioactivas llamadas
adipocinas o adipocitocinas, que tienen un papel regulatorio en la homeostasis de varios procesos
fisioldgicos, entre los que se incluyen: la ingesta de alimentos, la regulacién del equilibrio energético, la

accién de la insulina, el metabolismo de la glucosa, la remodelacién de la vascularizacién, la regulacion



de la presion arterial y la coagulacion (Bays et al., 2004). Su diversidad hasta la fecha es amplia,
diferencidandose enzimas, hormonas, proteinas transportadoras, factores de crecimiento y proteinas

estructurales (Kershaw & Flier, 2004; Oushi et al, 2011; Rosouli & Kern, 2008).

Se ha aceptado que los individuos con obesidad, presentan un proceso inflamatorio crénico que va
de leve a moderado, inducido por la secrecién de adipocinas pro-inflamatorias (Wellen & Hotamisligil,
2003), entre las que podemos mencionar estan la proteina C-reactiva, Interleucina 6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), leptina, resistina, RBP-4 y lipocalina 2 (Coppack, 2005). El proceso
inflamatorio que desencadenan estas moléculas, y la accion de éstas en otros tejidos periféricos
(musculo esquelético, higado y pancreas) estan relacionados con el desarrollo de resistencia a la
insulina (RI), la cual es una condicidn que precede a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Corpelejin et al,
2008, Oushi et al, 2011; Zierath et al, 2000). La acumulacién de tejido adiposo, especialmente en la regién
visceral, representa un alto riesgo para el desarrollo de Rl en musculo esquelético e higado, con su
eventual transito hacia la DM2. Los pacientes obesos se caracterizan por presentar una disfuncién
endocrina de su tejido adiposo, ademas de dislipidemia (Bray & Bellanger, 2006). El tejido adiposo vy el
musculo esquelético proveniente de pacientes obesos presentan R, (Brozinick et al., 2003), disfuncién
gue es adquirida en la condicidn de obesidad, ya que los miocitos esqueléticos provenientes de
pacientes obesos con Rl, al ser mantenidos aislados y en cultivo, recuperan su capacidad de responder a
la presencia de insulina (Pender et al., 2005), sugiriendo que es necesario la presencia de por lo menos
un factor inductor de dicha condicion. La proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP-4) se ha
asociado muy recientemente en estudios clinicos con el desarrollo de la resistencia a la insulina (Graham

et al, 2006; Farjo et al, 2012).



PROTEINA TRANSPORTADORA DE RETINOL TIPO 4 (RBP-4)

Aspectos moleculares

RBP-4 es un polipéptido de 21,000 Da, codificado en el cromosoma humano 10qg 23-24, sus niveles
plasmaticos oscilan entre 40 - 60 pg/ml, siendo posiblemente mas elevados en los hombres. Su
estructura genética fue descrita por primera vez en el hepatocito, e incluye 6exones relativamente cortos
y 5 intrones. Los mismos autores identificaron al menos 3 regiones reguladoras de la expresién. Estas
regiones incluian 2 promotores de la expresion no especificos (ya que regulaban la expresién de otras
proteinas) y un represor de la expresion. Su estructura primaria madura se compone de 182 aminodcidos
formando 8 cadenas B dispuestas de un modo antiparalelo unidas entre si por puentes de hidrégeno y 2
cadenas a. En su estructura secundaria, el extremo amino terminal de la proteina le hace adoptar una
forma de cupula y la presencia de una serie de aminoacidos bastante constante le confiere un dominio
hidrofébico al interior de la estructura, lo que permite alojar en su interior al trans-retinol. La
conformacidn terciaria se estabiliza mediante puentes disulfuro, adoptando una morfologia de cilindro
octogonal con forma de caliz que da nombre a una superfamilia de lipoproteinas, las lipocalinas (Sundelin

et al, 1985; Kawagushi et al, 2008).

Las lipocalinas son unas proteinas ampliamente distribuidas tanto en el reino animal como vegetal,
cuya caracteristica fundamental es la de transportar y distribuir pequefias moléculas hidrofébicas.
Juegan un importante papel en diferentes procesos inmunolégicos y del desarrollo, estando también
implicadas en las reacciones del organismo a situaciones de estrés y en la transduccion de sefiales

(Kawagushi et al, 2015).

Receptor STRA6

A mediados de la década de los 70’s, se propuso por vez primera la existencia de un receptor de

membrana para RBP-4 (Kawaguchi et al., 2015). Empleando espectrometria de masas, este receptor fue



identificado como STRA6, una proteina multitransmembranal (Kawaguchi et al., 2007; Wolf G, 2007),
gue posee 668 aminodcidos, distribuidos en 9 segmentos transmembranales , 5 dominios extracelulares
y 4 dominios intracelulares, con un extremo carboxilo terminal intracelular de gran longitud,
aproximadamente 176 aminodcidos, que muy probablemente sea sitio de regulacion por otras
proteinas. Se ha propuesto que el sitio de unidn del RPB-4 con STRA6 ocurre en el segmento extracelular

gue conecta el dominio VI con el dominio 7 (Kawaguchi et al., 2008).

Aspectos funcionales

Los esteres de retinol una vez que son absorbidos a nivel intestinal, son transportados en
guilomicrones hacia el higado, principal tejido productor de RBP-4, aunque también puede ser producido
por otros tejidos y drganos, tales como el tejido adiposo, los rifiones, los pulmones, el corazoén, el
musculo esquelético, el bazo, las células de Sertoli del testiculo, los plexos coroideos del cerebro y la
retina. La secrecidon de RBP-4 estd relacionada positivamente con la disponibilidad de retinol. En ausencia
de éste, se inhibe la secrecién de RBP4, acumulandose la proteina en el reticulo endoplasmatico. En
presencia de retinol, el RBP-4 se une a él en el aparato de Golgi, y es segregado como holo-RBP-4 (RBP4
con retinol), encontrdandose generalmente de esta manera en plasma, aunque también puede
encontrarse RBP-4 libre (apo-RBP-4). En ambas situaciones, el RBP-4 circula unido a dos moléculas de
transtirretina (TTR), resultando una molécula final de 80,000 Da. El mayor tamafio protege al RBP-4 de
su filtracién renal y su extravasacion al espacio intercelular (Blomhof, 2006; Kotnik et al, 2011; Berry et

al, 2011).

La liberacién del retinol al citosol celular, dado su caracter lipidico, podria realizarse por difusién
pasiva a través de la membrana celular. De hecho en la mayoria de las células, la concentracién de retinol
plasmatico y citosélico son muy parecidos. Recientemente se ha sido descrito que el RBP-4 puede unirse
a un receptor de membrana, el cual fue identificado como el primer receptor especifico de RBP-4 en

humanos y se denominé STRA6 (Blomhoff et al, 2006).



La funcidén transportadora de retinol ha sido cladsicamente la Unica reconocida para el RBP-4. No
obstante, estudios recientes han mostrado la importancia clinica se ha sugerido un papel metabdlico del
RBP-4 mas alld de la distribucién de retinol, relacionandolo con la resistencia a la insulina y la obesidad

(Janke et al, 2006; Graham et al, 2006)

RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se define como el fallo del organismo a responder normalmente a la
insulina. En situaciones normales, tras una ingesta de alimentos los niveles de glucosa en plasma se
incrementan. Este aumento en los niveles de glucosa es detectado por las células B del pancreas que
proceden a la secrecién de insulina con el fin de mantener los niveles de glucosa constantes. La insulina
secretada por el pancreas ejerce las siguientes funciones en los tejidos periféricos: 1) estimula la
captacién de glucosa por parte del musculo esquelético, 2) inhibe la produccion hepdtica de glucosa, e
3) inhibe la hidrélisis de las grasas del tejido adiposo y estimula la captacién de glucosa en el mismo
tejido. Todas estas acciones concertadas por la insulina tienen como resultado una reduccién en los
niveles plasmaticos de glucosa. La célula-p del pancreas tiene la capacidad de adaptarse a cambios en la
sensibilidad a la insulina en el resto del organismo. Es decir, tras una pequefia pérdida de sensibilidad a

la insulina, la célula-B secretara mas insulina y viceversa (Ginsberg et al, 2000; Copperlejin et al, 2009).

La resistencia a la insulina es un estado comunmente asociado a la obesidad. Estudios realizados
tanto en animales como humanos demuestran que la ganancia o pérdida de peso se correlaciona
respectivamente con una peor o mejor sensibilidad a la insulina (Freidenberg et al., 1988). Se han
propuesto varios factores que podrian relacionar la obesidad con la resistencia a la insulina. Entre los
candidatos estan los acidos grasos libres, el TNF-a, la leptina, la angiotensina y el RBP-4, todos ellos

secretados por el tejido adiposo (Coppack et al, 2005).

La resistencia a la insulina esta también ligada a la edad, a un estilo sedentario de vida o incluso a
una predisposicidn genética, y es la responsable en gran medida dela aparicién de la DM2. Esta

conclusion se basa en: 1) estudios que demuestran la presencia de resistencia a la insulina en pacientes



con DM2 (Lillioja et al., 1993); 2) la presencia de resistencia a la insulina en la descendencia no diabética
de pacientes con DM2 (Warram et al, 1990); 3) estudios que demuestran la utilidad de la resistencia a la
insulina como un marcador para predecir una futura DM2 (Lillioja et al., 1993); y 4) el uso de agentes

sensibilizadores a la insulina para la prevencién de la DM2 (Buchanan et al, 2002).

La definicion inicial de resistencia a la insulina se referia siempre en términos del metabolismo de Ia
glucosa, sin embargo, en la Ultima década se ha observado la participacion del metabolismo de lipidos,
cambiando el enfoque “glucocéntrico” tradicional a un enfoque “lipocéntrico”. Esta hipdtesis sostiene
gue anormalidades en el metabolismo de acidos grasos pueden resultar en una acumulacién atipica de
lipidos en musculo, higado y célula B pancredticas (McGarry et al., 2002), conduciendo a una condicidn
de resistencia a la insulina, debido a la produccién de especies lipotdxicas, tales como diacilglicerol (DAG)
y ceramidas, que desacoplan la via de sefializacién activada por insulina (Unger & Orci, 2000). La
acumulacién de lipidos en miocitos y hepatocitos estd fuertemente correlacionada con el grado de
resistencia a la insulina que presentan los sujetos diabéticos (Boden & Shulman 2002), sujetos con
antecedentes familiares con DM2, individuos con intolerancia a la glucosa e individuos obesos (Jacob et
al, 1999). La desregulacion del metabolismo de los lipidos juega un papel fundamental en la aparicién de

la resistencia a la insulina.

DIABETES

La diabetes mellitus (DM) es un proceso crénico y progresivo constituido por un grupo de
enfermedades que se caracterizan por presentar un incremento de la concentracion de glucemia
plasmatica como resultado de alteraciones en la secrecidn de insulina, de la accién de la insulina o de
ambas. El resultado es la aparicion de hiperglucemia, alteracién de los lipidos y glicacion de las proteinas.
Existen varias modalidades diferentes de DM debidos a una compleja interaccidn entre genética,
factores ambientales y alternativas respecto al modo de vida (Diamond et al, 1992; Saltiel et al, 2001).
El desorden de la regulacién metabdlica que acomparfia a la DM provoca alteraciones fisiopatoldgicas

secundarias en muchos sistemas organicos. La morbilidad de la DM tipo 2 (DM2) viene dada en primer



lugar, por las lesiones microvasculares como la retinopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia
diabética, relacionadas intimamente con los afios de evolucidn de la enfermedad y control de glucemia.
En segundo lugar, por las lesiones macrovasculares, por lo que los pacientes diabéticos tienen un riesgo
mas elevado de cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular (ACV) y enfermedad vascular

periférica. Todas estdn relacionadas con una mayor mortalidad de los pacientes (Donelly et al, 2000).

La obesidad y la diabetes tienen caracter de epidemia mundial y constituyen un problema de salud
publica de primera magnitud. La estrecha relacion entre la obesidad y la diabetes, asi como sus
complicaciones estan ampliamente documentadas, teniendo claras implicaciones en el tratamiento de

estos pacientes.

La prevalencia de obesidad y sobrepeso estd en constante crecimiento. Se ha estimado un aumento
medio del indice de masa corporal (IMC) de 0.4 kg/m? por década en los ultimos 30 afios (Finucane et
al., 2011). En el mundo, de acuerdo al Global Burden of Disease Study, la proporcién de adultos con un
IMC de 25 kg/m? o mas ha aumentado entre 1980y 2013 pasando del 29 al 37% en varones, y del 30 al
38% en mujeres (Ng et al., 2014). Ademas de contribuir de forma importante a la carga de enfermedad
coronaria y de algunos tumores, la obesidad y el sobrepeso son responsables del 44% de la carga de
diabetes (OMS, 2014), constituyendo, por tanto, el principal factor de riesgo modificable de esta
enfermedad. Los programas destinados a la reduccién del sobrepeso o la obesidad, como el Diabetes
Prevention Program Study o el Diabetes in Europe -Prevention Using Lifestyle, Physical Activity and
Nutritional Intervention, han demostrado que la reduccién del peso con modificaciones del estilo de vida
se asocia a una reduccidon marcada del desarrollo de diabetes (Knowler et al, 2002; Costa et al, 2012),

incluso superior a la obtenida con medidas farmacoldgicas (Knowler et al, 2002).

La diabetes mellitus tipo 2 o diabetes no dependiente de insulina es la forma mas comun, y afecta al
75-90% de los pacientes diabéticos. La diabetes tipo 2 se caracteriza por una combinacién de factores
genéticos y ambientales que afectan la capacidad del organismo para responder a las acciones de la
insulina. Los estadios iniciales de la enfermedad se caracterizan por una conjunciéon de anormalidades

metabdlicas y hormonales como resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
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hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa e hipertensién. Estos sintomas se denominan en su

conjunto a menudo como sindrome X (Reaven GM, 1992).

La enfermedad es causada por dos factores: 1) la resistencia a la insulina, y 2) una funcién disminuida
de la célula B del pancreas. La enfermedad se caracteriza por una disminucién progresiva de la accién de
la insulina, seguida de una incapacidad por parte de la célula B de compensar esta resistencia a las
acciones de la hormona. Cronoldgica y metabdélicamente la enfermedad podria seguir el siguiente curso
(Saltiel AR, 2001): la resistencia a la insulina parece ser el efecto primario, debido a factores genéticos,
a la edad, estilo sedentario de vida o a cambios metabdlicos producidos por la obesidad. Esta resistencia
a la insulina causa un fallo en la captacion de glucosa estimulada por insulina en masculo esquelético, y
en el tejido adiposo, aumenta la liberacidn de acidos grasos. A su vez, estos acidos grasos atenuan la
capacidad de la insulina para inhibir la produccion de glucosa en los hepatocitos, llegdandose a una
situacion plasmatica de hiperglucemia. Esta desregulacién del metabolismo de lipidos y carbohidratos
acelera la progresion de la resistencia a la insulina. Normalmente la célula B del pancreas compensa el
estado de resistencia a la insulina incrementando la secrecién de insulina, llegando a un punto, donde la
célula B pierde esta capacidad y deja de responder apropiadamente a las concentraciones de glucosa.
Esto conduce a un deterioro de la homeostasis de la glucosa y a la aparicién de la intolerancia a la
glucosa. Por afio, aproximadamente un 5-10% de los pacientes intolerantes a la glucosa progresan hacia
diabetes, que continlan empeorando mientras la resistencia a la insulina incrementa, llegando a

situaciones en las que requieren inyecciones de insulina para poder sobrevivir.

La DM2, a diferencia de la DM1, estd fuertemente asociada a la obesidad (Nadler et al., 2000).
Alrededor del 80% de los individuos con diabetes de tipo 2 son obesos, mas concretamente con obesidad
visceral central. Sin embargo, sélo el 10% de los individuos obesos son diabéticos. La DM2 estd
relacionada ademas con la disminucidn de los depdsitos de grasa, reflejada en los niveles elevados de
acidos grasos y triglicéridos circulantes, junto con una acumulacién atipica de grasa en tejidos periférico,

principalmente en el musculo esquelético (Reaven GM, 1995).
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RESISTENCIA A LA INSULINA EN MUSCULO

El musculo esquelético en reposo es el responsable del 20% del metabolismo de glucosa, pero bajo
condiciones de estimulacidn por insulina es el responsable del 80% de la captacién de glucosa y mas de
un 80% de esta glucosa se acumula en forma de glucégeno. Por lo tanto, el musculo es el que mas
contribuye a la resistencia a la insulina en la DM2 (Ahmad et al, 19979. En pacientes diabéticos, la glucosa
captada en respuesta a insulina es un 30-40% menor que en individuos no diabéticos, y un 90% de esta
disminucion es debida a la menor captacién por tejidos periféricos, y entre ellos principalmente el
musculo esquelético. Todo esto confiere al musculo esquelético una vital importancia en el desarrollo
de la resistencia a la insulina asi como una posible blanco farmacolégico para el tratamiento de la DM2

(Argilés et al, 2005).

Cascada de senalizacién activada por insulina en musculo esquelético

Los efectos de la insulina en el transporte de glucosa y otros eventos metabdlicos en musculo
esquelético estan mediados por una cascada de sefiales intracelulares. La insulina inicia su accién
uniéndose a su receptor. El receptor de la insulina pertenece a la familia de receptores con actividad
intrinseca de tirosina cinasa. El receptor de la insulina sin actividad funcional es una glucoproteina
heterodimérica, que se compone de una subunidad a extracelular y una subunidad B transmembranal,
unidas por puentes de disulfuro. La insulina se une a la subunidad a e induce un cambio conformacional
qgue facilita la interaccién con otro receptor heterodimérico de insulina, formandose un complejo
heterotrimérico funcional. Esto conduce a una rapida autofosforilacion de diferentes residuos de tirosina
localizados en el dominio intracelular de la subunidad 3. La fosforilacion de la tirosina 960 (Tyr960) crea
un sitio de reconocimiento para el dominio de unidn a fosfotirosinas de los sustratos del receptor de la
insulina o IRSs (White et al., 1988). Hasta el momento se han identificado 12 diferentes IRSs: IRS-1, IRS-
2, IRS-3, IRS-4, IRS-5, IRS-6, Gab-1, tres isoformas de Shc, p62dok y APS (proteina adaptadora que
contiene un dominio PH y SH2) (White MF, 1988). IRS-1 fue la primera proteina de sefializacién descrita
en la cascada de sefalizacion activada por insulina, y se encarga de estimular el transporte de glucosa,

la sintesis de proteinas, glucdgeno y lipidos, mitogénesis y expresién de genes. Adema3s, IRS-1 contiene
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entre 20-22 sitios de fosforilacion en tirosinas y mds de 30 lugares de fosforilacion en serina o treonina
(Sun et al, 1993). Los IRSs unidos al receptor de la insulina pueden ser fosforilados por éste en diversas
tirosinas, generando sitios consenso para la interaccidén con otras proteinas, como es el caso de la PI3K.
Esta es una proteina cinasa heterodimérica con una gran variedad de funciones celulares. La PI3K esta
compuesta por una subunidad reguladora (p85) que contiene dos dominios SH2 responsables de la unién
al IRS y una subunidad catalitica (p110). Se han descrito hasta el momento ocho isoformas de la p85
codificadas por tres diferentes genes. La PI3K activa cataliza la fosforilacion de los fosfoinositoles de la
membrana plasmatica para formar fosfoinositol-3-fosfato, especialmente fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (IP3) a partir de fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) (Van der Kaay et al., 1997). Esta molécula
es un segundo mensajero que activa a diversas proteinas, como la PDK o algunas isoformas de la PKC. La
PDK es responsable de la activacion de la Akt/PKB por fosforilacion en las Ser473 y la Thr308 (Alessi et
al., 1996). Existen tres isoformas de Akt/PKB: Aktl, Akt2 y Akt3, de expresidn y distribucién ubicua. Las
isoformas Akt1 y Akt2 estdn involucradas en la transduccién de la sefial de la insulina en el tejido adiposo
y muscular. La Akt activada dirige la seiial de la insulina hacia el transporte de glucosa y la sintesis de
glucégeno. El transporte basal de glucosa en la célula muscular depende del transportadorGLUT-1, y en
respuesta a insulina, el transporte de glucosa aumenta al facilitar la incorporacién a la membrana
plasmatica del transportador de glucosa de alta afinidad GLUT-4 (Tordjman et al., 1989). La estimulacién
de la sintesis de glucégeno es llevada a cabo por la fosforilacion e inactivacién de la GSK-3 por parte de
la Akt/PKB (Cross et al., 1995). Esta inhibicidn disminuye el nivel de fosforilacion de la glucégeno sintasa
(GS), aumentando su actividad. Por otro lado, la insulina es capaz también de activar la proteina fosfatasa
1 o PP1, que eliminara un grupo fosfato de la glucégeno sintasa aumentando su actividad (Brady et al.,

1997).

Mecanismos implicados en la inhibicion de la transduccién de senal de la insulina

El control de la senalizacion inducida por insulina se autorregula por proteinas que inhiben los
elementos de la cascada (desensibilizacién homdloga). Alternativamente, también pueden inhibir la

sefializacion de la insulina mensajeros quimicos provenientes de otras vias intracelulares que
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aparentemente no estdn relacionadas (desensibilizacién heterdloga). El receptor de la insulina y los IRSs
estdn sujetos a este complejo control. Un posible mecanismo de desensibilizacién es la fosforilacidn en
los residuos de Ser/Thr de los IRSs, desacoplando estas moléculas de su efectores. Esta fosforilacion
puede inducir la disociacién de los IRSs del receptor de la insulina (Liu et al., 2001), dificultando la
fosforilacidn en sus residuos de tirosina (Mothe & Van Obberghen, 1996), separar los de los complejos
intracelulares que los mantienen en la proximidad del receptor de la insulina (Tirosh et al., 1999) o
inducir su degradacién (Pederson et al., 2001). Todas estas funciones son llevadas a cabo por proteinas
cinasas de Ser/Thr. Un candidato potencial es la proteina mTOR, que induce la fosforilacion de los
residuos de serina en el extremo carboxilo terminal del IRS-1. Esta fosforilacidn inhibe la fosforilacién en
tirosina estimulada por insulina y la capacidad de IRS-1 de unir la PI3K (Li et al., 1999). Otro candidato es
la PKC T, que fosforila a IRS-1 en la Ser318, inhibiendo su fosforilacion en tirosinas (Moeschel et al., 2004).
Otra cinasa involucrada en este proceso es la IKKB. Esta cinasa es parte del complejo IKK que fosforila al
inhibidor del NF-kB, el IkB. Esta fosforilacion provoca la degradacién del IkB, permitiendo la translocacién
del NF-kB al nucleo. IKKB es un efector de la PKC Ty ademas puede fosforilar directamente a IRS-1 en la
Ser312 (Gao et al., 2002). Por ultimo, otra cinasa que participa en la desensibilizacidon de la sefial de la
insulina es la JNK (c-Jun-N-terminal kinase), que se activa por insulina y fosforila a IRS-1 en la Ser307 (Lee

et al., 2003).

Bajo ciertas condiciones patoldgicas puede presentarse una desregulaciéon en cualquiera de los
diferentes elementos moleculares de la cascada de senalizacion de insulina, resultando en la aparicién
de la resistencia a la insulina. Los diferentes mecanismos que pueden explicar esta desregulacion
incluyen una condicidén inflamatoria crdnica de leve a moderada, un aumento en los niveles plasmaticos
de los acidos grasos y el estrés celular. Estos tres mecanismos convergen en la activacion de cinasas de
Ser/Thr, posiblemente las mismas que estan involucradas en el control fisioldgico de la sefializacion de
la insulina. Asi por ejemplo, las citocinas pro-inflamatorias como el TNFa y la IL-6 son capaces de inducir
la expresion de la proteina SOCS-3, la cual impide la uniéon del IRS-1 al receptor a insulina, el TNFa puede
ademds, activar la proteina JNK, que fosforila IRS-1 en la Ser307, desacoplandolo del receptor de la
insulina. La mayoria de los modelos animales de obesidad y los humanos obesos presentan altos niveles

plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias, considerandose incluso a la obesidad como una condicién
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inflamatoria crénica leve (Hotamisligil & Spiegelman, 1994). El segundo probable mecanismo, es que los
acidos grasos pueden activar a la PKC 8 en musculo esquelético, un proceso que induce la fosforilaciéon
de la Ser307 del IRS-1, y la PKC a, que utiliza miembros de la familia de la MAPK para fosforilar alRS-1 en
la Ser612. Se ha propuesto que la fosforilacion de esta serina en el IRS-1 inhibe la sefializacion de la
insulina, sugiriendo un posible mecanismo de resistencia a la insulina (DeFea & Roth, 1997). Las proteinas
fosfatasas de tirosina fosfatasas (PTPs) han sido también implicadas en la regulacién de la cascada de
sefializacion de la insulina. Los ratones knock-out para PTP-1B presentan un mayor nivel de fosforilacién
en las tirosinas de IRS-1 de musculo esquelético, asi como una mayor sensibilidad a la insulina (Elchebly
et al., 1999). En base a estos resultados, la inhibicién de PTP-1B seria un buen tratamiento para la
resistencia a la insulina. Sin embargo, se observé que el musculo esquelético proveniente de personas
con DM2 expresaba bajos niveles de PTP-1B (Worm et al., 1996), mientras que en sujetos obesos no
diabéticos, la expresién y la actividad de PTP-1B estaba aumentada (Ahmad et al., 1997), implicando
probablemente una regulacién diferente de la via de sefializacién a la insulina en DM2 y obesidad. En
resumen, bajo ciertas circunstancias, ya sea fisiolégicas o patoldgicas, el balance
fosforilacion/desfosforilacidén de los diferentes elementos moleculares de la via intracelular activada por

insulina afecta la transduccidn de la sefnal, conduciendo a un estado de resistencia a la insulina.

Resistencia a la insulina provocada por la acumulaciéon atipica de acidos grasos en musculo

esquelético

Desde hace mas de tres décadas se postuld que la acumulacion atipica de acidos grasos en células
musculares restringe tanto la captacion como la utilizacién de la glucosa, debido a la inhibicion de
enzimas claves involucradas en la cascada de la via oxidativa y no oxidativa de la glucosa. Diversas
evidencias apoyan la propuesta de que la acumulacién de acidos grasos constituye un vinculo importante

entre la obesidad, la resistencia a la insulina y la DM2.

Las moléculas participantes en el mecanismo de sefnalizacion de lipidos se derivan de los triglicéridos,
como es el diacilglicerol y la ceramida, las cuales activan isoenzimas de la familia de la proteina cinasa C

(PKC), las cuales fosforilan diferentes moléculas participantes en la via de sefalizacion de la insulina, por
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ejemplo el IRS-1y la proteina Akt/PKB. La fosforilacion de estas proteinas influyen negativamente en la
via de sefializacidn de insulina que estimula la incorporacion de glucosa (Ginsberg, H.N. 2000, Schmitz-

Peiffer C. 2000; Simons and Ehahalt, 2002; Jornayvaz et al, 2010).

La relacion directa funcional entre los adipocitos y los miocitos esqueléticos provenientes de
humano, fue mostrada inicialmente por Dietze y colaboradores en el afio 2002, dicho grupo realizé
cultivos con ambos tipos celulares. La presencia de adipocitos en la misma placa de cultivo que los
miocitos provocd en éstos ultimos resistencia a la insulina, la cual fue determinada en funcién de una
disminucion en los niveles de fosforilacién del sustrato del receptor a insulina (IRS) y de la proteina Akt,
asi como un decremento en la translocacién del transportador de glucosa, GLUT-4, y en la recaptura de

glucosa (Dietze et al., 2002; Dietze-Schroeder et al., 2005).

De las diversas proteinas secretadas por el adipocito, la RBP-4 es una de las mas importantes, ya que

participa en el metabolismo de carbohidratos y de lipidos.

RBP-4Y SU RELACION CON LA RESITENCIA A LA INSULINA

Desde hace mds 30 afios se ha reportado que personas diabéticas presentan elevados niveles
plasmaticos y urinarios de RBP-4, sugiriendo la existencia una probable relacion del RBP-4 con el

desarrollo de esta enfermedad (Basualdo et al., 1997; Abahusain et al., 1999).

Una vez probada la expresion de RBP-4 en modelos animales y considerando las evidencias
mencionadas, en las cuales se propone en los humanos la existencia de un correlato positivo entre el
RBP-4 circulante con la DM2. Se publicaron dos trabajos que apoyan de manera significativa dicha
correlacién. En el primer trabajo, Abel y colaboradores plantearon la posibilidad de que en los roedores

la expresion y secrecion de adipocinas indujeran resistencia a la insulina sistémica (Abel et al., 2001).
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Ellos desarrollaron un modelo experimental de ratéon en el cual inhibieron de manera selectiva la
expresion del transportador GLUT-4 en los adipocitos. Estos animales desarrollaron resistencia a la
insulina tanto en musculo esquelético como en higado. El mecanismo molecular involucrado era una
disminucion en los niveles de IP3 inducidos por la presencia de insulina. De hecho, la capacidad de
respuesta de los miocitos y hepatocitos a la insulina se encontraba reducida. En resumen, la falta de
expresion del transportador GLUT-4 y consecuentemente del transporte de glucosa en el adipocito podia
causar resistencia a la insulina sistémica e incrementar el riesgo de padecer DM2. Se puede inferir que
el adipocito actia como un sensor de glucosa y modula su metabolismo mediante la liberacion de
adipocinas. En el segundo trabajo, Yang y colaboradores, identificaron al RBP-4 como un mensajero
guimico capaz de inducir resistencia a la insulina, por lo menos en los roedores (Yang et al., 2005). Ellos
emplearon el mismo modelo de ratén experimental que el grupo de Kahn (2001), encontrando ademas
de resistencia a la insulina en higado y musculo, un incremento significativo en la expresion del ARNm
gue codifica para el RBP-4 en los adipocitos y en los niveles de proteina a nivel plasmatico.
Posteriormente, al tratar los animales con rosiglitazona, disminuian la expresién y los niveles plasmaticos
de RBP-4, mejorando su sensibilidad a la insulina. Ante el escaso papel del adipocito en la regulacion de
los niveles de glucosa y la estrecha relacion entre obesidad y resistencia a la insulina, plantearon la
hipdtesis de que el RBP-4 podia ser la molécula que, segregada por el adipocito, confiere resistenciaa la
insulina a nivel de musculo e higado. Con esta hipétesis de trabajo, implementaron tres estrategias de
trabajo con el fin de corroborarla: 1) desarrollaron un modelo de ratédn que sobre-expresaba RBP-4,
observando que generaban animales insulinorresitentes; 2) a ratones normales les administraban RBP-
4 recombinante, generando igual que en el caso anterior, animales insulinorresistentes; y 3) a ratones
con obesidad inducida que presentaban resistencia a la insulina, les administraron, de manera sistémica,
fenretinide (analogo retinoide que aumenta la eliminacién renal de RBP4), observando que se

recuperaba de manera significativa la sensibilidad a la insulina.

Por ultimo, Yang y colaboradores investigaron el mecanismo por el cual el RBP-4 provocaba
resistencia a la insulina en higado y musculo, encontrando que la sobreexpresion de RBP-4 en musculo

reducia la fosforilacion del receptor de la insulina, dificultando la activacién de la cascada de sefializacion
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y por ende la captacion de glucosa estimulada por insulina. Por su parte, en el higado promovia la

expresion de la enzima fosfoenol piruvato carboxi cinasa, con la consecuente hiperglucemia.

De este modo en particular, y con las evidencias mostradas, Yang y colaboradores demostraban
que el RBP-4 estd implicado en el mecanismo por el cual se desarrolla resistencia a la insulina en
roedores. Ademas, este fue el primer estudio en este campo que incluyé un pequefio grupo de humanos,
en el que se hallaron niveles plasmaticos de RBP-4 mayores en obesos diabéticos que en obesos no
diabéticos. La siguiente figura (Fig.1) ilustra el mecanismo de accidn del RBP4 como adipocina propuesto

por estos autores.

Posteriormente, el grupo de Graham publicé en el New England Journal of Medicine el primer
estudio dirigido especificamente a analizar en humanos la relacion del RBP-4 con la resistencia a la
insulina y la obesidad (Graham et al., 2006). En este estudio, Graham y colaboradores determinaron los
niveles circulantes de RBP-4 en 3 grupos poblacionales: sujetos delgados, sujetos obesos no diabéticos
y sujetos obesos diabéticos, encontrando que los niveles plasmaticos de RBP-4 se correlacionaban
positivamente con la magnitud de la resistencia a la insulina en los sujetos obesos no diabéticos, obesos
diabéticos, intolerantes a la glucosa e incluso en sanos delgados pero con antecedentes familiares de
DM2. También se correlacionaba con el IMC, el indice cintura cadera (ICC) y diferentes factores de riesgo
cardiovascular como triglicéridos, y colesterol de lipoproteinas de alta densidad. En un segundo estudio,
promovieron activamente el ejercicio fisico en un subgrupo de pacientes, observando una disminucién
en los niveles circulantes de RBP-4 tan sélo en aquellos en los que existio un incremento en la sensibilidad
alainsulina. La expresién de GLUT-4 en los adipocitos de estos pacientes se correlaciond negativamente
con los niveles plasmaticos de RBP-4. En conclusion, este trabajo vincula estrechamente al RBP-4 con la
resistencia a la insulina en humanos. En cambio, la coexistencia de una asociaciéon positiva con la
hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo parece ser menos consistente dado que, a pesar de hallar
relacion entre IMC y el RBP-4, el RBP-4 era capaz de inducir resistencia a la insulina aln en sujetos

delgados sanos.
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Esta ultima observacién es apoyada por otros trabajos ya publicados. Por ejemplo, Cho y
colaboradores no pudieron establecer un correlato funcional entre el RBP-4 y la obesidad. El RBP-4 se
correlaciond con los niveles de glucosa, insulina y el perimetro de cintura, pero no con el IMC o peso
corporal, pero si corroboraron la existencia de niveles plasmaticos elevados de RBP-4 en los diabéticos
y los intolerantes a la glucosa con respecto a sujetos normotolerantes a la glucosa (Cho et al., 2006). Por
su parte, Janke y colaboradores tampoco encontraron que el RBP-4 tuviera un papel importante en la
condicidn de obesidad, pero si demostraron que los adipocitos humanos tienen la capacidad de producir

RBP-4 (Janke et al., 2006).

Condiciones normales Adipocitos knockout de GLUT4
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Figura 1. Papel del adipocito en la regulacion del metabolismo de glucosa, a través de la produccion de RBP-4. Modelo
propuesto por Yang y cols, en donde demuestran que, en condiciones normales, el adipocito es capaz de expresar el
transportador GLUT-4, y por lo tanto, responder al efecto de insulina, translocando a dicho transportador a la membrana
plasmatica, lo que incrementa su capacidad de incorporar glucosa para monitorear los niveles extracelulares de este
carbohidrato. Un adipocito resistente a insulina muestra disminucion en los niveles de expresion de Glut-4, lo que le impide
responder al efecto de la insulina, ya que contiene pocos transportadores Glut-4, lo que disminuye su capacidad de incorporar
glucosa, lo que es interpretado como una “falsa sefial” de niveles bajos de glucosa extracelular, por lo que se incrementan
los niveles de expresidn y secrecién de RBP-4, con la finalidad de desacoplar la sefial de insulina en musculo esquelético,
disminuyendo su capacidad de incorporacion de glucosa, y en higado aumentando la actividad metabdlica que conlleva a la
produccion de glucosa, en consecuencia, se incrementan los niveles séricos de glucosa. Modificado de Tamori Y et al, 2006.
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A pesar de las discrepancias encontradas acerca de la relaciéon entre la obesidad, la
sobreproduccidon de RBP-4 y el desarrollo de la resistencia a la insulina, se puede concluir que el RBP-4
es una nueva adipocina humana y que podria estar relacionada con la resistencia a la insulina en la DM?2.
De cualquier modo, estas nuevas perspectivas funcionales del RBP-4 han generado un intenso trabajo
de investigacion, ya que queda claro que el RBP-4 reduce la incorporacién de glucosa estimulada por
insulina en los miocitos esqueléticos, pero se desconoce el mecanismo molecular involucrado, cuyo
conocimiento pudiera establecer blancos farmacoldgicos con el fin de retrasar o inhibir el desarrollo de
resistencia a la insulina en personas con sobrepeso u obesas, y de esta manera reducir de manera
significativa la incidencia de DM2 con todos sus implicaciones que la acompafian, desde el ambito de la

salud, social y econémico.

Aun se desconoce el mecanismo molecular a través del cual el RPB-4 induce resistencia a la insulina,
tanto en miocitos esqueléticos como hepatocitos. Se ha sugerido que la Rl tiene un curso temporal
diferente en cada uno de los tejidos periféricos, siendo en los adipocitos, el primer lugar en donde se
presenta, en éstas células hay una disminucién en la expresién y translocacion del transportador GLUT-
4, esto ocasiona una disminucién en la capacidad de captacién de glucosa, lo cual es percibido por los
adipocitos como una “sefal falsa” de que hay bajos niveles de glucosa en circulacién, como respuesta a
ésta “sefial”, los adipocitos envian una sefial a los tejidos blanco de la insulina (higado y musculo
esquelético), con la finalidad de reducir la incorporacién de glucosa en los miocitos esqueléticos e
incrementar la liberacién de glucosa de los hepatocitos (glucogénolisis), y de esta manera “mantener”
en el rango fisioldgico los niveles de glucosa en sangre. De esta propuesta, se sugiere al RBP-4 como el
mensajero adipocitario responsable de la resistencia a la insulina que presentan los miocitos

esqueléticos y hepatocitos (Wolf, 2007; Yoshilazu et al, 2006).

Experimentos in vitro realizados con adipocitos, muestran que la presencia de RBP-4 reduce la
incorporacion de glucosa estimulada por insulina. El receptor a insulina tiene acoplado en su regién
citoplasmatica la proteina IRS-1, la cual en condiciones fisioldgicas es fosforilada en sus residuos de

treonina y serina, observandose que en presencia de RBP-4, el nivel de fosforilacidon a serina esta
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disminuido, repercutiendo negativamente en la capacidad del adipocito para translocar el transportador

GLUT-4 (Ost A et al, 2007).

El RBP-4 induce resistencia a la insulina en hepatocitos al unirse a su receptor especifico, STRAS,
activando una cascada de sefializacion JAK-STAT (Berry et al., 2011). Por su parte, Norseen y
colaboradores, mostraron que el RBPA-4 es capaz de unirse al receptor TLR-4 de macrdéfagos induciendo
un aumento en los niveles de expresion y secrecién de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF ay MCP-1),

las cuales a su vez inducen resistencia a la insulina en adipocitos (Norseen et al, 2012).

TLR-4 Y SU RELACION CON LA RESISTENCIA A INSULINA

El TLR-4 es un receptor ubicado en la membrana plasmatica de células inmunes, células del higado,
musculo esquelético y tejido adiposo. La activacidn de dicho receptor genera la respuesta inmune innata,
mediante la induccién de cascadas de sefializacidn que involucran la activacién de proteinas cinasas y
factores de transcripcidn, los cuales en su conjunto regulan positivamente la expresién de citocinas pro-
inflamatorias, eicosanoides y especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondriales, las cuales pueden
interrumpir la via de sefializacién activada por insulina para la incorporaciéon de glucosa a nivel del

musculo esquelético (Kim J et al., 2010).

Trabajos previos reportan que la activacidon de TLR-4 es capaz de inhibir la accién estimulante de
lainsulina sobre la incorporacién de glucosa, activando directamente la via JNK (c-Jun N-terminal cinasa),
p38 o por la formacidn de ROS que impiden la fosforilacién de AKT, o indirectamente por causar la
produccidn de citocinas pro-inflamatorias, que provocan la sobreproduccién de SOCS-3, la cual interfiere

con la actividad tirosina- cinasa del receptor a insulina (Kim J et al., 2010).

En biopsias obtenidas de musculo esquelético provenientes de sujetos obesos que presentan
diabetes tipo Il, se detectaron niveles elevados tanto del ARNm como de la proteina TLR-4, con respecto

a sujetos no obesos (Reyna S et al., 2008). El TLR-4 puede ser activado por moléculas asociadas a
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patégenos, entre la que se incluye el lipopolisacarido (LPS), componente estructural de la membrana
externa de bacterias gram-negativas, que consta de tres partes: el lipido A, una cadena de oligosacaridos

central, y un lado O (Raetz C et al., 2002).

Ademas, el receptor TLR-4 puede ser activado también por moléculas enddgenas, tal es el caso
de 4cidos grasos saturados de cadena larga (FFA) (Fitzgerald K et al., 2004). Los adipocitos de la linea
celular 3T3-L1 al ser incubados crénicamente en presencia de palmitato, presentan resistencia a la
insulina, debido probablemente al incremento en los niveles de expresion de IL-6, efecto mediado por
la activacion del NF-kB (Davis J et al., 2009). Esta evidencia, apoya la propuesta de que los FFA pueden

inducir la resistencia a la insulina mediante la activacién del receptor TLR-4 (Kopp A et al., 2010).

Los ratones knock-out para TLR-4 son incapaces de expresar citocinas pro-inflamatorias y no
presentan resistencia a la insulina en tejidos como musculo esquelético y adiposo, cuando se les ha
administrado sistémicamente LPS o FFA. Ademas, estudios in vitro muestran que el empleo de ARN de
silenciamiento para TLR-4 reduce la produccién de IL-6 y TNF-a en adipocitos expuestos a FFA (Raetzsch

Cetal., 2009).

CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina pro-inflamatoria implicada en la
inflamacidn sistémica, participando en la reaccidn de fase aguda. El TNF-a es producido principalmente
por la activacidon de los macréfagos, aunque puede ser sintetizado por otros tipos celulares, tales como
linfocitos, adipocitos, miocitos e incluso neuronas (Abbas A et al., 2003). El LPS es uno de los principales
inductores de la produccion de TNF-a en los macroéfagos, sintetizandose en forma de una proteina de
membrana tipo Il no glucosilada con un extremo amino intracelular y un extremo carboxilo extracelular

largo. La forma activa de TNF-o. se logra al ser escindido por una metaloproteinasa, liberando un péptido
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de 17 kD, tres de estas cadenas polipeptidicas se polimerizan para formar la proteina TNF-a circulante

de 51 kD en su forma activa (Bharat B et al., 2012).

Se han descrito dos receptores para TNF-a, el tipo | con una masa molecular de 55 kD (TNF-IR), y
el tipo Il con un peso de 75 kDa (TNF-1IR). El TNF-a induce al menos 5 tipos diferentes de sefiales
intracelulares, que incluyen la activacién del NF-kB, via de la apoptosis, activacién de ERK (extracellular-

signal-regulated kinase), p38 MAPK y de JNK (Aggarwal B et al., 2003).

La union del TNF-a al receptor TNF-RII provoca la atraccion de unas de las proteinas denominadas
factores asociados al receptor TNF (TRAF 2) hacia el dominio citoplasmatico del receptor, permitiendo
el reclutamiento secuencial de otras moléculas como TRADD vy la proteina RIP, las cuales promueven la
activacion de la cinasa TAK1, que a su vez activa el complejo IKK que fosforila la kB, provocando la
liberaciéon de la subunidad catalitica del NF-kB, por su parte, el IkB es ubiquitinizado y degradado por los
proteosomas. Una vez activado el NF-kB es translocado al nicleo y promueve la transcripcion de genes
gue codifican para citocinas, quimiocinas, sintasa de dxido nitrico, principales moléculas mediadoras de

la inflamacion (Devin A et al., 2000).

El TNF-a es secretado por adipocitos maduros y producido también en gran parte por células del
sistema inmune, principalmente en personas obesas. Por lo tanto, la sintesis de esta citocina es
directamente proporcional al grado de adiposidad en las personas, asocidndolo como factor inductor de

resistencia a la insulina (Hotamisligil G et al., 1993).

En células de tejido adiposo, el TNF-a reduce la expresion y la actividad de PPAR-y, asi como de
GLUT-4, resultando en una disminucién en la capacidad para incorporar glucosa y también afectando el
metabolismo de produccién de acidos grasos (Guilherme A et al., 2008). En el higado, TNF-a incremente
la expresion de genes involucrados en la sintesis de novo de colesterol y acidos grasos, al mismo tiempo
reduce la expresidn de genes involucrados en la captacion de glucosa y el metabolismo de oxidacién de
lipidos. El efecto provocado por esta citocina en el metabolismo de lipidico resulta en un aumento en los

niveles plasmaticos de acidos grasos que pudieran contribuir al desarrollo de resistencia a insulina en
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diversos tejidos del organismo (Guilherme A et al., 2008). La desfosforilaciéon de IRS-1, a través de la
activacion de fosfatasas y la participacion de la JNK, son elementos claves en la resistencia a insulina

inducida por el TNF-a en adipocitos (Tzanavari T et al., 2010).

Interleucina -6 (IL-6)

La interleucina-6 (IL-6), es otra citocina ampliamente relacionada con el desarrollo de la
resistencia a insulina en adipocitos. IL-6 es un polipéptido de 185 aminodcidos (Somers W et al., 1997),
con un peso molecular que oscila entre 21 y 28 kDa, dependiendo de su estado de fosforilacion y/o
glicosilacion (May L et al., 1998). IL-6 actua tanto en la inmunidad innata como en la adquirida, es
secretada por una amplia variedad de células: endoteliales, queratinocitos, osteoblastos, adipocitos,

miocitos, macréfagos, entre otros tipos celulares (Carey A et al., 2004).

El receptor a IL-6, consiste de un heterodimero glicoproteico, el primer elemento es una
subunidad receptora especifica designada IL-6R y el segundo elemento es una subunidad transductora
de sefiales, llamada gp130, perteneciendo ambas subunidades a la familia de receptores de citocinas
tipo I. La subunidad gp130 es una glicoproteina de 130 kD que activa la via de sefalizacion JAK/STAT
(Kamimura D et al., 2003). Una vez que se activa el complejo IL-6/IL-6R/gp130, se fosforila la proteina
JAK, separandose del dominio intracelular del receptor para actuar sobre la proteina STAT (proteina de
sefializacion activadora de la transcripcidon). Una vez activa, la proteina se dimeriza para formar
heterodimeros u homodimeros, los cuales son translocados al nucleo para unirse a ciertas regiones
especificas del ADN, con el fin de regular la expresién de algunos genes en particular, principalmente los

asociados a la respuesta inflamatoria (Lodish H et al., 2002).

En personas sanas, los niveles plasmaticos de IL-6 son bajos, alrededor de 10 pg/ml, pero en
algunas condiciones patoldgicas como la septicemia, los niveles séricos de IL-6 rebasan los 1000 pg/ml.
El tejido adiposo blanco puede contribuir hasta con el 25% de la circulacién basal de IL-6 en individuos
sanos. Se ha reportado la presencia de altos niveles plasmaticos de IL-6 en pacientes obesos, donde hay

una gran acumulacion de tejido adiposo blanco; ademas algunos estudios revelan una correlato
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funcional entre altos niveles de IL-6 y la presencia de resistencia a la insulina y DM2, de ahi que este

siendo actualmente utilizado como un biomarcador (Pedersen B et al., 2007).

Diversos estudios han descrito efectos adversos de la IL-6 sobre el mecanismo de accién activado
por insulina en adipocitos y hepatocitos, por ejemplo, reduce la sintesis de glucégeno en hepatocitos y
provoca una disminucién de la captacidn de glucosa en adipocitos (Sabio G et al., 2008). Estos efectos
son mediados por un aumento en la expresidon de la proteina SOCS-3, la cual se une al dominio
intracelular del receptor a insulina, impidiendo la actividad tirosina-cinasa del receptor para la

fosforilacién de IRS-1 (Lyngso D et al., 2002; Van Hall G et al., 2003).

Las proteinas SOCS fueron originalmente descritas como moléculas inducibles por citocinas
involucradas en la inactivacion de la cascada de seializacién activada por las propias citocinas (Starr R.,
et al 1997), asi como por la insulina (Emanuelli B., et al 2000).La proteina SOCS-3 inhibe la sefial de los
receptores a citocinas de dos maneras: una, previene la unién de la proteina STAT al receptor; y la
segunda, presentando un dominio llamado SOCS-box que recluta componentes de ligasas de ubiquitina,
por lo que la unién de SOCS-3 poliubiquitiniza a JAK para ser degradado por el proteosoma (Eulenfeld R

et al.,, 2011).

Se ha descrito que IL-6 induce resistencia a insulina en el higado a través de la activacién de STAT3
y la consiguiente induccién de la proteina supresora de la sefalizacidn de citocinas, SOCS-3, (suppressor
of cytokine signaling 3) (Klover P., et al 2003; Senn J., et al 2003). Diferentes estudios han descrito que
SOCS-3 puede inhibir la sefializacion de la insulina (Emanuelli B., et al 2001; Rui L., et al 2002) mediante
la interaccion directa con el receptor de la insulina, evitando la unién del sustrato del receptor de la
insulina (IRS-1) con el receptor de la insulina, por lo tanto, inhibiendo la fosforilacion de residuos de
tirosina en el IRS-1 y por consiguiente la cascada de fosforilaciones rio abajo que permiten Ia
translocacion del transportador de glucosa GLUT-4 a la membrana plasmatica (Emanuelli B., et al 2001).
Ademas, SOCS-3 inhibe la sefializacidn de la insulina a través de la degradacién proteasomal de IRS-1

(Howard J., et al 2006; Kim J., et al 2009). En el higado, la sobreexpresién de SOCS-3 provoca resistencia
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a insulina, mientras que la supresion de esta molécula en ratones obesos y diabéticos (db/db) atenua la

presencia de esta patologia (Ueki K., et al 2004).
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JUSTIFICACION

La obesidad es un importante factor de riesgo para el desarrollo de multiples patologias. Las
comorbilidades mas estudiadas de la obesidad son las metabdlicas (resistencia a insulina, dislipidemia,
diabetes mellitus tipo 2) y cardiovasculares (hipertension, ateromatosis, hipertrofia ventricular
izquierda). Sin embargo, muchas otras patologias se ven aumentadas en sujetos con sobrepeso y
obesidad, como son diversos tipos de neoplasias (colon, mama, endometrio, prdstata, vesicula),
enfermedades del aparato digestivo (reflujo gastroesofdgico, esteatosis hepatica no alcohdlica),
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), alteraciones del aparato locomotor (artrosis
de rodilla y cadera), entre otras. A pesar que la asociacion entre obesidad y otras patologias ha sido
descrita ampliamente, el mecanismo fisiopatoldgico que asocia exceso nutricional con las enfermedades
mencionadas no es bien conocido. El avance del conocimiento de los ultimos afios permite plantear que
como consecuencia de la hiperplasia e hipertrofia que presenta el tejido adiposo en las personas obesas,
induce un cambio significativo en la capacidad endocrina de los adipocitos, estimulando la expresién y
secrecion de multiples adipocionas: leptina, IL-6, TNF-a, resistina, RBP-4, entre otras. Las cuales de

manera individual o colectiva inciden sobre el metabolismo de los carbohidratos y lipidos.

Datos epidemioldgicos y clinicos muestran claramente que hay una correlacién positiva entre los
niveles de adipocinas y el desarrollo de resistencia a la insulina, condicidon que precede a la DM2. De
manera particular se ha observado que el RBP-4 es capaz de inducir resistencia a la insulina en adipocitos,
miocitos esqueléticos y hepatocitos de roedores. El musculo esquelético en reposo es el responsable del
20% del metabolismo de glucosa, pero bajo condiciones de estimulacidn por insulina es el responsable
del 80% de la captacion de glucosa y mas de un 80% de esta glucosa se acumula en forma de glucégeno.
Por lo tanto, el musculo es el mayor contribuidor a la resistencia a la insulina en la DM2. Todo esto
confiere al musculo esquelético una vital importancia en el desarrollo de la resistencia a la insulina asi

como una posible blanco farmacoldgico para el tratamiento de la DM2.

Se ha propuesto al RBP-4 como una nueva adipocina humana y que podria estar relacionada con la
resistencia a la insulina, por lo que estas nuevas perspectivas funcionales del RBP-4 han generado un

intenso trabajo de investigacion, ya que queda claro que el RBP-4 reduce la incorporacion de glucosa
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estimulada por insulina en los miocitos esqueléticos, pero se desconoce el mecanismo molecular
involucrado, cuyo conocimiento pudiera establecer blancos farmacoldgicos con el fin de retrasar o
inhibir el desarrollo de resistencia a la insulina en personas con sobrepeso u obesas, y de esta manera
reducir de manera significativa la incidencia de DM2 con todos sus implicaciones que la acompafan,

desde el ambito de la salud, social y econdmico.
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HIPOTESIS

La activacién del receptor tipo toll-4 (TLR-4) por RBP-4 induce resistencia a la insulina en miocitos
esqueléticos de rata, efecto asociado a la produccidn de citocinas pro-inflamatorias y la acumulacién

atipica de triglicéridos.
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OBIJETIVO GENERAL

Determinar las bases moleculares de la resistencia a insulina inducida por RBP4 en miocitos

esqueléticos de rata.
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OBIJETIVOS PARTICULARES

Investigar si la presencia de RBP-4 afecta la capacidad de incorporacién de glucosa estimulada
por insulina en la linea celular L6, la cual deriva de musculo esquelético de rata.

Evaluar si el efecto de RBP-4 sobre la incorporacion de glucosa en las células L6 depende de la
concentracion del péptido, asi como la duracion del tratamiento.

Determinar si las células L6 expresan el receptor STRA6, que reconoce de manera especifica a
RBP-4.

Analizar si el estimulo con RPB-4 induce cambios en los niveles de expresion del receptor a
insulina y del transportador Glut-4, elementos moleculares de la via de sefializacion estimulada
por insulina en las células L6.

Examinar si el RBP-4 induce un incremento en la expresion y secrecién de IL-6 en las células L6,
tal y como ocurre en los adipocitos.

Determinar si la presencia de RPB-4 e IL-6 modifican los niveles de expresion de la proteina SOCS-
3, que inhibe la via de sefalizacién activada por insulina.

Investigar si la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 en las células L6 se relaciona con un
incremento en la acumulacion atipica de triglicéridos.

Evaluar si el efecto inducido por RBP-4 sobre la incorporacién de glucosa estimulada por insulina
en las células L6 y la produccién de IL-6 es mediado por la activacién del receptor TLR-4.
Investigar si la resistencia a la insulina inducida por el RBP-4 en las células L6, es mimetizado por

el LPS, ligando exégeno de la proteina TLR-4.
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METODOLOGIA

CULTIVO CELULAR

Las células L6 fueron adquiridas a la American Type Culture Collection (ATCC), el cultivo madre
fue mantenido como mioblastos en medio Advanced-DMEM suplementado con 3% de suero fetal
bovino, 1% de L-glutamina, 1% de una mezcla de antibidtico-antimicético a 37 °C, 5% de CO; y se
mantuvo por abajo del 70% de confluencia. Para la diferenciacién a miotubos, los mioblastos una vez
gue alcanzan el 95% de confluencia, el medio de cultivo que contiene 3% de suero fetal bovino, es
sustituido por medio DMEM que contiene 2% de suero fetal bovino por 6-7 dias, recambiando el medio
cada 48 horas. Después del dia 7 de diferenciacién, las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de RBP-4. Los experimentos fueron realizados con células L6 que van del pasaje 5 al
pasaje 40. Antes de realizar los experimentos, se verificé la integridad y morfologia de las células en un

microscopio de contraste de fases, de esa manera aseguramos parcialmente la viabilidad celular.

ENSAYO DE INCORPORACION DE 2 -DEOXI-(*H) GLUCOSA

El procedimiento se basa en el hecho de que tanto la glucosa como la 2-Deoxiglucosa (2DG) son
transportadas de la misma manera al interior de las células por GLUT-1 y GLUT-4, transportadores
presentes en las células L6, y fosforiladas por una hexocinasa, generando glucosa-6-fosfato (G6P) y 2-
deoxi-glucosa-6-fosfato (DG6P), siendo esta ultima no metabolizable, por lo que se acumula en el
compartimiento intracelular (Nedachi and Kanzaki, 2006). Este ensayo permite medir la incorporacion
total de glucosa, es decir el transporte de 2DG que ocurre a través de GLUT-1 y GLUT-4. Algunos ensayos
experimentales consideran opcional el uso de citocalacina B para evaluar la incorporacién de 2DG
inespecifica, es decir, la que no es mediada por transportadores especificos de glucosa, para nuestros
fines experimentales se omitié este paso ya que solamente evaluamos la incorporacién total de 2DG-3H

en miotubos.

Se utilizé la metodologia descrita por DeFronzo et al, 1979 para inducir la incorporacién de 2DG

utilizando el siguiente protocolo:
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1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

Una vez finalizado el tratamiento de los miotubos con RBP-4, IL-6, C34 y LPS, se retiré el medio
de cultivo DMEM-FBS 2%, y se sustituyé con medio de cultivo DMEM libre de suero fetal bovino
y suplementado con 0.1% de albumina bovina sérica (BSA). Bajo estas condiciones, incubamos
las células durante 2 horas en un ambiente himedo, a una temperatura de 37°C y una atmésfera
de 5% CO; y 95% de aire.

Las células se lavaron 3 veces con PBS.

Se adiciond una solucién de insulina 1 uM vy se incubd durante 30 minutos a 37 °C, con el fin de
estimular la incorporacion de GLUT-4 a la membrana plasmatica de las células L6.

Se agregaron 6 pl de una solucidn stock de 2DG-H en cada pozo, hasta alcanzar una
concentracion final de 6.5 mM (0.5 uCi/pozo). Se incuba por 20 min a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de exposicidn, se elimind la 2DG-3H que no fue incorporada mediante
dos lavados con PBS frio.

Se retird el PBS frio y se adiciond una solucién de NaOH 0.1 M para lisar las células.

A partir del lisado celular obtenido, se tomaron 4 alicuotas y se colocaron en tubos tipo
eppendorf; a tres tubos se les agrego liquido de centelleo para evaluar la radioactividad en un
contador de centelleo liquido (LS-5000, Beckmanm Coulter), y el cuarto tubo eppendorf se utilizo
para determinar la concentracidn de proteinas, con el método BCA (acido bicinconinico) con un
kit comercial (BCA-kit, Pierce, USA). Esto ultimo se realizd para eliminar como variable la cantidad
de células y expresar los valores de radioactividad normalizados en funcién de cpm por cada 100

pg de proteinas.
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ENSAYO DE RT-PCR (TRANSCRIPCION REVERSA - REACCION EN CADENA LA

POLIMERASA)

Extraccion de RNA total

La extraccion de ARN total se realizé a través del kit comercial ZR RNA MicroPrepTM (Zymo

Research), seguimos las indicaciones del fabricante:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se retird el medio de cultivo DMEM-FBS 2% y se realizaron dos lavados con PBS 1X.

Se adiciond 600 ul de buffer de lisis del kit, y se incubd a temperatura ambiente con agitacién
durante 5 min.

Se transfirid el homogenado celular a una columna del kit de extraccién, las cuales, se deben
adaptar a tubos colectores.

Se centrifugé el homogenado a 10,000 rpm durante 3 min, a temperatura ambiente. Se desechd
el contenido en el tubo colector.

Se adicionaron 600 ul de buffer de prelavado del kit, a la columna, se llevé a centrifugacion a
10,000 rpm por 3 min.

Se desechd el contenido del tubo colector, y se realizaron dos lavados con 400 ul de buffer de
lavado del kit, centrifugando a 10,000 rpm por 3 min.

Al terminar los lavados de la columna, se cambid el tubo colector que se utilizé para contenery
almacenar el ARN total de la muestra, eluido de la columna utilizando 50 ul de agua libre de
DNAsas y RNAsas, e incubado por 2 min, a temperatura ambiente, previa centrifugacion.

Se centrifugd a 10,000 rpm por 3 min, para obtener el ARN total en el nuevo tubo colector, se
incubé la muestra colectada de ARN a 60 °C, por 5 min.

Se determind la concentracion (absorbancia a 260 nm de longitud de onda) y calidad (cociente
entre la absorbancia a 260nm y 280nm). Para considerar una muestra de ARN total de calidad, el

valor del cociente debera estar entre 1.5y 2.0.
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Sintesis del ADNc (RT)

A partir del ARN total extraido y purificado, se realizd la sintesis del ADNc (Transcripcién reversa),
para la cual se utilizé el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), siguiendo el
procedimiento sugerido por el fabricante. Posteriormente, los tubos de reaccién se colocaron en un
termociclador de gradientes, para someter las muestras al siguiente protocolo de trabajo: 10 minutos a

25°C, 2 horas a 37°C, 10 min a 85° y finalmente a 4°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se disefiaron oligonucleétidos especificos, empleando el software en linea de la empresa

DNA Technology, en la siguiente tabla se enlistan los oligonucleétidos que fueron utilizados en este

estudio:
Oligonucledtido Secuencia Tm (°C) Tamaiio
esperado
STRA6  5'--—----- 3’ | ATGAGAACCCACTGCCTTTCCTGA 60.3 739 pb
3 - 5’ | AGCTCATCCAGCAGACTATGGCTT
TLR4 5/eeee 3’ | AGTGTATCGGTGGTCAGTGTGCTT 60.2 414 pb
3 - 5’ | ATGAAGATGATGCCAGAGCGGCTA
IL-6 5o 3’ | CCGTTTCTACCTGGAGTTTGT 61.0 600 pb
3 e 5’ GTTTGCCGAGTAGACCTCATAG
TNF-a 5/ 3’ | CAGCCGATTTGCCATTTCATAC 60.3 516 pb
3 5’ GGCTCTGAGGAGTAGACGATAA
RecIns  5'--—--- 3’ | AATGTGGCAAGAGCCAAAGGAACC 60.2 586 pb
3 5’ | ACTGGCTGACTCATTGACCGTCTT
GLUT4  5-—--—-- 3’ | TCGTGGCCATATTTGGCTTTGTGG 60.3 479 pb
3 5 | TGCTGTTTCCTTCATCCTGGAGGT
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SOCS-3  5----- 3’ | ACCTTCCTTTGAGGTTCAGGAGCA 60.1 208 pb

3 e 5 | AGGCAGCTGGGTCACTTTCTCATA

PGCl-a 5'------ 3" | CTAGCCATGGATGGCCTATTT 61.1 465 pb

3 5 | AGACTCCCGCTTCTCATACT

A partir del ADN complementario obtenido en la transcripcion reversa, se realizo la reaccidén en

cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el kit DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific).
Separacion electroforética de los productos de PCR

Los productos de PCR amplificados fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa
al 1.2%. La electroforesis se realizé en una camara electroforética, aplicando 65 V por 80 minutos. La
imagen del gel obtenida se digitalizd en el software que controla el transiluminador, Quantity one
(Chemidoc, Biorad). A partir de la imagen obtenida, se realizaron el analisis densitométrico
correspondiente, empleando el software Image J que es proporcionado gratuitamente por el Instituto

Nacional de Salud de los Estados Unidos de América.
INMUNODETECCION (WESTERN BLOT)

Los cultivos con células L6 fueron tratados con RBP4 10 y 20 nM, durante 72 horas. Al finalizar el
tratamiento, las células fueron lisadas, el homogenado celular resultante fue centrifugado a 13,000 rpm
por 30 min a 4°C. Se recuperé el sobrenadante y se realizé cuantificacion de proteinas por el método
BCA. Para la separacién electroforética de las proteinas, se utilizé6 PAGE-SDS al 8% y se aplicaron 80 mV,
durante 1 hora, y por 2 h a 120 mV; posteriormente, se transfirié a una membrana de PVDF, bajo las
siguientes condiciones: 80mA, a una temperatura de 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, la
membrana se bloqued con una solucién de leche al 5% con TBST, durante 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, la membrana se expuso con anticuerpo primario: Rabbit IgG anti Insulin
Receptor Santacruz Biotechnology (SC-711), Rabbit IgG anti Glut4 Santacruz Biotechnology (SC-7938) y
Rabbit Anti SOCS3 Santacruz Biotechnology (SC-9023). La incubacion con el anticuerpo primario se

realizé toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se retiraron los correspondientes anticuerpos primarios, se

36



realizaron lavados con TBST, y la membrana se expusd con anticuerpo secundario Goat anti Rabbit
acoplado a HRP de Santacruz Biotechnology (SC-2030), durante 2 horas a temperatura ambiente. Se

realizaron lavados a la membrana con TBST y se reveld con luminol y placa radiografica.

ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)

A partir de medio de cultivo condicionado, de cultivos de células L6, expuestos a RBP4 10 nM y
LPS 5 ug/m0, durante 24horas, 48 horas y 72 horas, se realizaron Inmunoensayos enzimaticos (ELISA,

por sus siglas en inglés), con el kit comercial Rat IL-6 ABTS development kit (Peprotech, USA).

Se prepararon diluciones del estdndar de 0 —2ng/ml. Adicionamos 100 pl por pozo de las
soluciones estandar y de las muestras problemas por triplicado. Luego se incubd a temperatura
ambiente por 2 horas. Se aspird y lavo cuatro veces; se prepard una dilucién a una concentracién de 0.5
ug/ml del anticuerpo de deteccién, agregamos 100 pl por pozo e incubamos por 2 horas a temperatura
ambiente. Se aspird y lavo 4 veces nuevamente y se adicionaron 100 pl de conjugado Avidina-HRP
(dilucion 1:2000) a cada pozo, posteriormente se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Por
ultimo se aspird y se dieron 4 lavados, luego adicionamos 100 pl de substrato (ABTS) e incubamos a
temperatura ambienta hasta desarrollar color. Se determiné la densidad éptica por medio de un lector

de microplacas a una longitud de onda de 450 nm.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se sembraron células L6 en placas de cultivo celular Fluorodish TM (Worl Precision Instrument),
gue tienen una superficie de 35 mm, se trabajo con una confluencia del 60% aproximadamente, se
realizaron lavados con PBS, posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido (Sigma-Aldrich, EUA)
al 3.7% en solucién amortiguadora PHEM (PIPES, HEPES, EGTA, Sulfato de magnesio, pH 7.4) por 10

minutos, se lavaron con PBS y permeabilizaron con una solucién de Triton X-100 al 0.1% por 15 minutos.
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Después se incubd con solucidén bloqueadora (gelatina 0.5% y FBS 1.5% en PBS) durante 2 horas en
agitacién constante. Se incubd con anticuerpo primario Rabbit Anti SOCS3 Santa Cruz Biotechnology
(5C-9023) a una dilucién 1:200 durante toda la noche a 4°C. Se incubd por 2 horas con anticuerpo
secundario acoplado a Isotiocianato de fluoresceina (FITC). Finalmente para tefir el nucleo se incubd
durante 20 minutos en solucién Hoechst a una concentracién de 0.5 pg/ml por 20 minutos. Se montaron
las placas Fluorodish en medio VectaShield H-100 (Vector Laboratories, EUA) y se examinaron las

muestras con un microscopio confocal (Nikon, Japén) para tomar micrografias con un aumento de 40x.

TINCION DE ROJO OLEOSO

La acumulacidn de lipidos en miotubos expuestos con RBP4 10 nM, LPS 5ug/ml e IL-6 5 nM, se
detectd por citoquimica, empleando la técnica de Rojo Oleoso 0 especifica para lipidos neutros. El
procedimiento que realizamos fue el siguiente: a) Lavamos las células dos veces con PBS 1X; b) Fijamos
las células con una solucién de paraformaldehido al 4% por 1 h a temperatura ambiente; c) Lavamos los
miotubos dos veces con PBS 1X; d) Adicionamos a cada pozo 2 ml de la solucién de Rojo Oleoso 0y
dejamos incubando toda la noche a temperatura ambiente; e) Recuperamos la solucién de Rojo Oleoso
0 y lavamos las células dos veces con PBS 1X; f) Adicionamos 1 ml de la solucidn de violeta de cresilo,
para la contratincidon y dejamos incubando 3 min; g) Recuperamos la solucion de violeta de cresilo y
lavamos las células tres veces con agua; h) Dejamos suficiente agua en cada uno de los pozos para usar
objetivos de inmersion en agua de un microscopio Leica DM100 que tiene acoplada una cadmara CCD

(Jenoptik ProgRes C10 Plus).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico y graficos se realizaron con el programa SigmaPlot 11.0 (Jandel Corporation,
EUA). Se utilizd la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre grupos, para considerar la

diferencia estadisticamente significativa p debe ser menor a 0.05 (p< 0.05.
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RESULTADOS

Los adipocitos al ser expuestos crénicamente a la presencia de RBP-4, reducen de manera
significativa su capacidad de incorporar glucosa bajo el estimulo de insulina, lo cual sugiere de manera
inicial que el RBP-4 es capaz de inducir resistencia a la insulina en este tipo celular. Se decidio investigar
de manera preliminar, si el RBP-4 es capaz de modificar la capacidad de las células de musculo
esquelético para incorporar glucosa bajo el estimulo de insulina. Las células L6 se mantuvieron en
presencia de RBP-4 por 72 horas a una concentracion final de 10 nM. Al finalizar el tiempo de
tratamiento, las células control y tratadas fueron expuestas a la presencia de 2-deoxi-(3H)-glucosa y 1
UM de insulina, esto con el fin de estimular la incorporacion del transportador Glut-4 a la membrana
plasmatica y asi facilitar la incorporacién de la glucosa marcada. Al determinar las cuentas por minuto
de cada condicién experimental y normalizarla con respecto al contenido de proteinas, para eliminar el
nimero de células como variable, se observé que efectivamente, el RBP-4 reduce de manera
significativa, aproximadamente un 25%, la capacidad de las células L6 para incorporar glucosa

estimulada por insulina (Figura 2).

1.00
0.75

0.50

(Normalizado)

0.25

Incorporacién de 2-deoxi-(*H)-glucosa

Control 10 nM RBP-4

Figura 2. RBP-4 reduce la incorporacion de 2-deoxi->H-glucosa. Los miotubos L6 fueron mantenidos por 72 horas en
presencia de 10 nM de RBP4, recambiandose el medio de cultivo cada 24 horas, se cuantificd la incorporacién total de glucosa
en presencia de insulina, tanto en la condicion control como en la tratada con RBP-4. Las cpm obtenidas se ajustaron a la
concentracion de 100 mg de proteinas, y se normalizaron con respecto a los valores ajustados de la condicidn control (n= 4)

*p< 0.05.
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En esta primera serie experimental, solamente se evalué el efecto del RBP-4 sobre la
incorporacion de glucosa en las células L6 a una sola concentracién (10 nM) y un solo tiempo de
tratamiento (72 h). Por lo que se procedié averiguar si el efecto del RBP-4 sobre la incorporacién de
glucosa depende de la concentracidn del péptido empleado, asi como de la duracidn del tratamiento.
Con el fin de investigar el primer punto, se mantuvieron las células L6 por 72 horas bajo la influencia de
diferentes concentraciones de RBP-4 (0, 5, 1, 2, 5y 10 nM). La Figura 3A muestra que se requiere una
concentracion mayor de 2 nM de RBP-4 para comenzar a observarse una reduccion significativa en la
incorporacion de glucosa, alcanzandose con 5y 10 nM de RBP-4, el maximo efecto inhibitorio (26 y 22%
respectivamente). Para el segundo punto a investigar, las células se mantuvieron a una concentracién
constante de 10 nM de RBP-4 a diferentes tiempos de tratamiento: 24, 48 y 72 horas. La cuantificaciéon
de la incorporaciéon de glucosa mostrada en la Figura 3B, pone en evidencia que es necesario que
transcurran por lo menos 48 horas para que el RBP-4 pueda reducirla de manera significativa,
observandose una reduccién del 24% a las 72 horas. El retardo observado de 48 horas en el efecto que
ejerce el RBP-4 sobre la incorporacion de glucosa sugiere la participacién de un mecanismo gendémico.
Las evidencias obtenidas hasta el momento muestran que el efecto del RBP-4 depende tanto de la
concentracion empleada del péptido, asi como del tiempo de tratamiento, considerandose entonces una
concentracion 6ptima de 10 nM de RBP-4 y una duracidon de tratamiento de 72 horas para inducir

resistencia a la insulina en la linea celular L6.
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Figura 3. El efecto de RBP-4 sobre la incorporacion de 2-deoxi-3H-glucosa depende de la concentracion del péptido y de la
duracién del tratamiento. A) Los miotubos L6 se mantuvieron durante 72 horas en presencia de diferentes concentraciones
de RBP-4 (0.5, 1, 2, 5y 10 nM), estas diferentes condiciones se mantuvieron de manera simultanea en placas multipozos. B)
Los miotubos se mantuvieron en presencia de RBP-4 10 nM a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas), finalizando en todos los
casos el tratamiento al dia 5 de cultivo. Las cpm obtenidas se ajustaron a la concentracién de 100 ng de proteinas, y se

normalizaron con respecto a los valores ajustados de la condicién control (n=4) *p< 0.05.

La funcién candnica del RBP-4 es transportar retinol en el sistema circulatorio del organismo y
evitar que sea eliminado durante la filtracidon glomerular, se ha descrito que se une de manera especifica
a un receptor de membrana, denominado STRAG6, por lo que después de haber observado el efecto
inhibitorio que ejerce el RBP-4 sobre la incorporacién de glucosa en las células L6, se investigd si esta
linea celular expresa dicho receptor tanto a nivel de ARNm como de proteina. La Figura 3 muestra de
manera evidente que las células L6 en la condicién control expresan el STRA6, tanto a nivel de ARNm
(Figura 4A) como de proteina (Figura 4B), inmunodetectdndose una proteina de 73 kDa, tal y como ha

sido reportado por el proveedor del anticuerpo primario empleado.
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Figura 4. La linea celular L6 expresa a STRA 6, el receptor especifico para RBP-4. A) A partir de un cultivo de miotubos de L6,
se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR, que sirvid para detectar la presencia del ARNm que codifica para STR 6. B) A partir
de un cultivo de miotubos de L6 se obtuvo un lisado celular, el cual fue utilizado para hacer Western blot para detectar la

presencia de la proteina STRAG, utilizando como control + un lisado de cerebro de rata.

Se han descrito por lo menos tres mecanismos mediante los cuales, un mensajero quimico puede
llegar a inducir la condicidn de resistencia a insulina: 1) disminucion en la expresion génica o funcional
de alguno o algunos de los elementos moleculares que participan en la via de sefializacién activada por
insulina; 2) expresién de citocinas pro inflamatorias, las cuales son capaces de desacoplar de manera
directa o indirecta la sefial de insulina; y 3) la produccién de especies lipotdxicas generadas por la

acumulacién atipica de lipidos en el citosol.

Con el fin de evaluar cudl seria el mecanismo molecular a través del cual el RBP-4 induce
resistencia a la insulina en la linea celular L6, decidimos evaluar cada una de las tres posibilidades
mencionadas anteriormente. Dada la importancia de la expresion del receptor a insulina y la
incorporacion del transportador GLUT-4 en la membrana plasmatica para la via de sefializacién activada
por insulina, se determiné si la presencia de RBP-4 modifica el nivel de expresidon de ambas proteinas,

asi como la presencia de GLUT-4 en la membrana plasmatica de las células L6.
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Las células L6 se mantuvieron durante 72 horas en presencia de 10 y 20 nM de RBP-4, al finalizar
el tratamiento, se aislé el ARN total para determinar por ensayo de RT-PCR la presencia del ARNm que
codifica para el receptor a insulina, observandose en la Figura 5A, que la presencia de RBP-4 reduce un
35% el nivel de expresion del receptor a insulina independientemente de la concentracién de RBP-4
empleada, 10 o 20 nM. De manera complementaria, evaluamos la expresion del receptor a insulina a
nivel de proteina por western-blot. El RBP-4 reduce de manera significativa la expresién proteica del
receptor a insulina, tal y como se habia visto a nivel de ARNm, sin embargo, se observa un efecto
diferencial en funcidn de la concentracidon de RBP-4 empleada, por ejemplo, a una concentracién de 10
nM de RBP-4, se presenta una reduccion del 30%, mientras que al elevar al doble la concentracién del
péptido, 20 nM, el efecto inhibitorio es de aproximadamente 75% con respecto a la condicién control
(Figura 5B). Estos datos sugieren que la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 en las células L6 se
debe a una reduccidn significativa en la expresién del receptor a insulina, de ahi que la actividad bioldgica

de la insulina resulte afectada negativamente.
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Figura 5. RBP-4 reduce los niveles de expresion del Receptor a Insulina. A) Miotubos L6 fueron tratados por 24 horas con 10
y 20 nM de RBP-4, a partir de estos cultivos se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR y evaluar los niveles de expresién del
ARNm que codifica para Receptor a Insulina; los valores obtenidos tras el andlisis densitométrico, fueron ajustados con
respecto a los obtenidos de la densitometria del gen enddgeno B-Actina y normalizados con respecto a los valores ajustados
de la condicidn control. B) Imagen representativa del western blot correspondiente al receptor a insulina, realizado a partir
de lisados celulares de Miotubos L6 tratados por 72 horas con 10 y 20 nM de RBP-4, con recambio de medio de cultivo y de
péptido cada 24 horas. C) Grafica que resume los valores obtenidos tras el analisis densitométrico, fueron ajustados con
respecto a los obtenidos de la densitometria del control de carga GADPH, y normalizados con respecto a los valores ajustados

de la condicién control. (n=3) * p<0.05
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El segundo elemento molecular que fue investigado de la via de sefializacién activada por insulina es el
transportador GLUT-4, se empled la misma estrategia experimental que para el receptor a insulina. De
manera interesante se observd, contrario a lo que se esperaba, que la presencia de RBP-4, 10 y 20 nM,
induce un incremento tanto en los niveles de expresion del ARNm que codifica para el transportador
GLUT-4, asi como a nivel de proteina. A nivel de ARNm hay un incremento significativo del 50% a una
concentracion de 10 nM de RBP-4, y solamente un aumento modesto del 15% cuando las células son
tratadas con 20 nM de RBP-4 (Figura 6A). Los cambios observados a nivel de ARNm para el transportador
GLUT-4, se correlacionan cualitativamente con los niveles de proteinas detectados por western-blot, sin
embargo, a nivel de proteina se observa un mayor efecto del RBP-4, por ejemplo, a una concentracion
de 10 nM, el nivel de expresidn del transportador GLUT-4 es 5 veces mayor con respecto a la condicién
control, mientras que a una concentracion de 20 nM, se alcanza aproximadamente 6 veces el valor de la
condicién control (Figura 6B). Probablemente el incremento observado en los niveles de expresion del
transportador GLUT-4 se deba a un mecanismo de compensacion de la célula L6 para hacerle frente a la
resistencia a la insulina inducido por el RBP-4, faltaria por investigar la localizacién subcelular de dicho

transportador.
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Figura 6. RBP-4 incrementa los niveles de expresion de Glut-4. A) Miotubos L6 fueron tratados por 24 horas con 10y 20 nM
de RBP-4, a partir de estos cultivos se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR vy evaluar los niveles de expresion del ARNm que
codifica para el transportador Glut-4; los valores obtenidos tras el analisis densitométrico, fueron ajustados con respecto a
los obtenidos de la densitometria del gen endégeno B-Actina y normalizados con respecto a los valores ajustados de la
condicion control. B) Imagen representativa del western blot correspondiente a Glut-4, realizado a partir de lisados celulares
de Miotubos L6 tratados por 72 horas con 10 y 20 nM de RBP-4, con recambio de medio de cultivo y de péptido cada 24
horas. C) Grafica que resume los valores obtenidos tras el analisis densitométrico, fueron ajustados con respecto a los
obtenidos de la densitometria del control de carga GADPH, y normalizados con respecto a los valores ajustados de la

condicion control. (n=3) * p<0.05
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Se ha descrito ampliamente en la literatura cientifica, que la presencia crénica de citocinas pro-
inflamatorias, tales como la IL-6 y el TNF-a,, son capaces de inducir resistencia a la insulina en tejido
adiposo, tejido muscular, pancreas e higado. Los macréfagos, principal tipo celular productor de IL-6, al
ser activado por LPS, expresan en las primeras 2 horas de tratamiento un incremento significativo en los
niveles de expresion del ARNm que codifica para IL-6. Ademas, se sabe que el musculo esquelético bajo
ciertas condiciones de estrés es capaz de producir IL-6 con el fin de regular su metabolismo. Con estos
antecedentes, se procedid a investigar si la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 esta asociada con
la produccion de la citocinas pro-inflamatoria, IL-6. Las células L6 se mantuvieron en presencia de 10
nM de RBP-4 hasta por 4 horas, al finalizar el tratamiento se evaluaron los niveles del ARNm para IL-6.
La Figura 7A muestra que a partir de la segunda hora de tratamiento con RBP-4, los niveles del ARNm
para IL-6 se incrementan de manera significativa un 13% con respecto a la condicién control, y que al
prolongar el tratamiento por 4 horas, se alcanza un aumento del 35%, fendmeno muy parecido al que
presentan los macréfagos al ser activados por LPS. De manera complementaria, se evalud por ELISA los
niveles de IL-6 secretados por las células L6 después de haber sido tratadas por 24, 48 y 72 horas con 10
nM de RBP-4. En este trabajo se reporta por vez primera que las células L6 presentan una secrecién basal
de IL-6 (24 horas: 50.83 pg/ml; 48 horas: 98.49 pg/ml; y 72 horas: 186.31 pg/ml). Al igual como se
observo en los ensayos de RT-PCR, el RBP-4 induce un incremento significativo en la produccién de IL-6

en las células L6 (24 horas: 186.53 pg/ml; 48 horas: 312.53 pg/ml; y 72 horas: 541.58 pg/ml) (Figura 7B).
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Figura 7. RBP-4 induce incremento en los niveles de expresion y secrecion de la citocina pro inflamatoria IL-6. A) Miotubos
L6 fueron tratados a diferentes tiempos de exposicion (1,2 y 4 horas) 10 nM de RBP-4, a partir de estos cultivos se obtuvo
ARN total para hacer RT-PCR y evaluar los niveles de expresién del ARNm que codifica para IL-6; los valores obtenidos tras el
analisis densitométrico, fueron ajustados con respecto a los obtenidos de la densitometria del gen enddgeno B-Actina y
normalizados con respecto a los valores ajustados de la condicidn control. b) Inmunoensayo enzimatico (ELISA), a partir de
medio condicionado proveniente de cultivos de células L6 tratados con RBP-4 10 nM para determinar la cantidad de IL-6

producida y secretada, tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento (n=3) *p<0.05

Al igual como ocurre en los adipocitos, la presencia de IL-6 en el medio de cultivo, es suficiente
para inducir resistencia a la insulina en las células L6, tal y como se muestra en la Figura 8A, donde una
concentracion de 5 nM de IL-6 por 48 horas de tratamiento, reduce en un 30% la capacidad de las células
L6 por incorporar glucosa estimulada con insulina. El mecanismo a través del cual se ha reportado que
la IL-6 induce resistencia a la insulina en otros tipos celulares, se relaciona con un incremento en los
niveles de expresion de la proteina SOCS-3, la cual interacciona con el sustrato del receptor a insulina
tipo 1 (IRS-1), impidiendo su fosforilacién y el acople de la cascada de sefializacidn activada por insulina.

La IL-6 induce un incremento significativo del 50% en los niveles de expresién del ARNm que codifica
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para SOCS-3 en las células L6 a partir de las primeras 4 horas de tratamiento (Figura 8B). Este cambio en
los niveles del ARNm es acompariiado en el mismo sentido, por un aumento en los niveles de expresién

de la proteina SOCS-3 al finalizar el tratamiento con IL-6 por 48 horas (Figura 8C).
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Figura 8. a) IL-6 reduce la incorporacién de 2-deoxi-*H-glucosa en miotubos L6, efecto asociado al incremento en los niveles
de expresion de SOCS-3. A) Los miotubos L6 fueron mantenidos por 48 horas en presencia de 5 nM de IL-6, recambidandose
el medio de cultivo cada 24 horas, se cuantificé la incorporacién total de glucosa en presencia de insulina, tanto en la
condicion control como en la tratada con IL-6. Las cpm obtenidas se ajustaron a la concentracidon de 100 mg de proteinas, y
se normalizaron con respecto a los valores ajustados de la condicién control (n= 4). B) Miotubos L6 fueron tratados a
diferentes tiempos de exposicion (1,4 y 12 horas) con 5 nM de IL-6, a partir de estos cultivos se obtuvo ARN total para hacer
RT-PCR y evaluar los niveles de expresion del ARNm que codifica para SOCS-3; los valores obtenidos tras el analisis
densitométrico, fueron ajustados con respecto a los obtenidos de la densitometria del gen endégeno B-Actina y normalizados
con respecto a los valores ajustados de la condicion control. (n=3) *p<0.05 C) Western Blot realizado a partir de lisados de

miotubos L6, tras diferentes tiempos de exposicién (0.5, 1, 2, 4, 12 y 48 horas) con 5 nM de IL-6, en ensayo Unico.
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Con estas evidencias, se decidié investigar entonces, si la presencia de RBP-4 ademds de estimular
la produccién de IL-6, modifica los niveles de expresion de la proteina SOCS-3. La presencia de 10 y 20
nM de RBP-4 por 48 horas induce un incremento significativo en los niveles de expresién del ARNm que
codifica para la proteina SOCS-3, 15% y 37% respectivamente (Figura 9A). Este cambio en los niveles del
ARNm, se acompafia por un incremento de mayor magnitud a nivel de proteina, 50% a una
concentracion de 10 nM, y de 265% a una concentracién final de 20 nM de RBP-4 por 72 horas de
tratamiento (Figura9B). La Figura 9C muestra una serie de microfotografias de inmunofluorescencia en
las cuales se confirma como las células L6 tratadas con 20 nM de RBP-4 por 72 horas presentan una
mayor inmunorreactividad por el anticuerpo que reconoce de manera especifica la proteina SOCS-3.
Estos resultados explicarian al menos parcialmente como la presencia de RBP-4 induce resistencia a la

insulina en las células L6.
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Figura 9. RBP-4 induce incremento en los niveles de expresion de SOCS-3. Miotubos L6 fueron tratados por 48 horas con 10
y 20 nM de RBP-4, a partir de estos cultivos se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR y evaluar los niveles de expresién del
ARNm que codifica para SOCS-3; los valores obtenidos tras el andlisis densitométrico, fueron ajustados con respecto a los
obtenidos de la densitometria del gen enddgeno B-Actina y normalizados con respecto a los valores ajustados de la condicion
control. B) Miotubos L6 fueron tratados por 72 horas con 10 y 20 nM de RBP-4, con recambio de medio de cultivo y de péptido
cada 24 horas, se realizaron western blot para evaluar cambios en el contenido de la proteina SOCS-3; la grafica resume los
valores obtenidos tras el andlisis densitométrico, fueron ajustados con respecto a los obtenidos de la densitometria del
control de carga GADPH, y normalizados con respecto a los valores ajustados de la condicidn control. (n=3) * p<0.05 C)
Miotubos L6 fueron cultivados en placas Fluorodish y tratados por 72 horas con 10 nM de RBP-4, con recambio de medio de
cultivo y de péptido cada 24 horas; al tener una confluencia del 60%, se realizé el ensayo de inmunofluorescencia utilizando
un anticuerpo acoplado a FITC, por lo que la sefial en verde correspondiente a SOCS-3; en azul, la sefial de Hoechst

correspondiente al ntcleo (Objetivo 40x)
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El tercer probable mecanismo a través del cual el RBP-4 pudiera estar induciendo resistencia a
lainsulina en las células L6 es por la generacién de especies lipotdxicas, como el diacilglicerol y ceramida,
las cuales son capaces de desacoplar la via de sefializaciéon activada por insulina. El aumento en la
produccidn de especies lipotdxicas se debe fundamentalmente a la acumulacién atipica de triglicéridos
en el citosol, ya que la via de la beta-oxidacion de acidos grasos a nivel de la membrana mitocondrial
esta inhibida. Se evalud por tincién de rojo oleoso la acumulacidn de triglicéridos en las células L6 en la
condicidn control y tratadas con 10 nM de RBP-4 por 72 h. La Figura 10 presenta una serie de
microfotografias en campo claro donde se observa claramente un aumento en el nimero de gotas de

grasa neutra color rojo que presentan las células L6 tratadas con RBP-4.

Control RBP-4 (10 nM)

Figura 10. RBP-4 induce acumulacion de triglicéridos. Miotubos L6 fueron cultivados por 7 dias bajo dos condiciones;
condicidn control, con recambio de medio de cultivo cada 24 horas (A), y bajo tratamiento con 10 nM de RBP-4 por 72 horas,
con recambio de medio de cultivo y de péptido cada 24 horas (B). Los cultivos de las dos condiciones experimentales fueron

fijados y tefiidos con rojo oleoso, para obtener micrografias que evidencian la acumulacidn de triglicéridos (Objetivo 40x).
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Se ha observado en los hepatocitos, que la expresidon de los genes que codifican para las enzimas
asociadas a la beta-oxidacién de acidos grasos a nivel de la membrana mitocondrial es regulada
negativamente por el factor de transcripcién PGCl-a. Se analiz6 de manera inicial por RT-PCR, si la
presencia de RBP-4 modifica los niveles de expresion del ARNm que codifica para el factor de
transcripcién PGC1-a. El grafico de la Figura 11 muestra que las células L6 mantenidas por 72 horas en
presencia de 10 nM de RBP-4 incrementan el nivel de expresidon del ARNm para PGC1-a. Este resultado
sugiere de manera muy preliminar que la acumulacién atipica de triglicéridos inducida por RBP-4 se debe

a una reduccion en la expresion de las enzimas responsables de la beta oxidacion.

REP-4
Control 10nM
e

Expresion de PGC1-a (ARNm)
(Normalizade)

Control REP-4 10 nM

Figura 11. RBP-4 induce incremento en los noveles de expresion del ARNm que codifica para PGC1-a. Miotubos L6 fueron
tratados por 24 horas con 10 nM de RBP-4, y a partir de estos cultivos se obtuvo ARNm para hacer RT-PCR en donde se
evaluaron cambios en los niveles de expresion del ARNm que codifica para PGC1-a; los valores obtenidos tras el andlisis
densitométrico, fueron ajustados con respecto a los obtenidos de la densitometria del gen endégeno B-Actina y normalizados

con respecto a los valores ajustados de la condicion control. (n=3) *p<0.05
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En el afio 2012, Norseen y colaboradores evidenciaron que el RBP-4 no solamente se une de
manera especifica al receptor STRA6, sino también es capaz de unirse al receptor TLR-4 e inducir
resistencia a la insulina en los adipocitos. Se decidid investigar entonces, si las células L6 expresan la
proteina TLR-4, por lo que se mantuvieron las células bajo condiciones control, y mediante ensayos de
RT-PCR y western-blot, se logré determinar que efectivamente, las células L6 al igual que los adicpocitos

y los macréfagos, expresan el TLR-4, tanto a nivel de ARNm (Figura 12A) como de proteina (Figura 12B).

TLR-4
A (ARNM) B TLR-4

Marcador Células L6

Control (+) Células L6
- . = _ o«

Figura 12. La linea celular L6 expresa TLR-4, receptor de la respuesta inmune que puede reconocer a RBP-4. A) A partir
de un cultivo de miotubos de L6, se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR, que sirvio para detectar la presencia del ARNm
que codifica para TLR-4. B) A partir de un cultivo de miotubos de L6 se obtuvo un lisado celular, el cual fue utilizado para
hacer Western blot para detectar la presencia de la proteina TLR-4, utilizando como control + un lisado de células MDA-MB-

231.

Hasta el momento, se ha mostrado evidencia que el RBP-4 induce resistencia a la insulina en las
células L6, y que estan participando muy probablemente tres diferentes mecanismos para generar dicha
condicidn, el primero es una reduccion a nivel de expresién del receptor a insulina, el segundo, se refiere
a un incremento en la produccion de IL-6 y SOCS-3, y el tercero, a la acumulacidn atipica de triglicéridos.
Independientemente de estos tres mecanismos involucrados en la condicion de resistencia a la insulina,
todavia queda por resolver, cual de los dos receptores especificos para RBP-4, STRA6 o TLR-4, es el
responsable de desencadenar dicha respuesta. Por lo que se propuso resolver dicha pregunta,
empleando el farmaco C34, que actla como antagonista especifico del TLR-4. Las células se incubaron

en ausencia y presencia de 10 nM de RBP-4y 10 uM de C34. Al finalizar el tratamiento, se determind la
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incorporacion de glucosa estimulada con insulina. La Figura 13 muestra que 10 nM de RBP-4 reduce la
incorporacion de glucosa un 30% con respecto a la condicion control, tal y como se habia descrito
previamente, mientras que la presencia de C34 no induce cambio alguno, en cambio, si se bloquea la
actividad de TLR-4 con C34, el efecto inhibitorio que ejerce el RBP-4 sobre la incorporacién de glucosa
es prevenido, manteniendo un valor muy similar a la condicién control. Este resultado sugiere

fuertemente que la resistencia a la insulina inducido por RBP-4 en el miocito esquelético es mediado por
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la activacion de la proteina TLR-4.

Incorporacidn de 2-deoxi [El Hfglucosa
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Figura 13. El uso de C34, antagonista de TLR-4, previene el efecto de RBP-4 sobre la capacidad de incorporacion de 2-deoxi-
3H-glucosa en miotubos L6. Miotubos L6 fueron pre-tratados con 10 pum de C34, 30 minutos antes del tratamiento con 10
nM de RBP-4. Los cultivos se mantuvieron por 72 horas, con recambios del medio de cultivo cada 24 horas, repitiendo las
condiciones de pre-tratamiento con C34 y de tratamiento con RBP-4. Se cuantificd la incorporacion total de glucosa en
presencia de insulina, tanto en la condicidén control como en la tratada con IL-6. Las cpm obtenidas se ajustaron a la
concentracién de 100 mg de proteinas, y se normalizaron con respecto a los valores ajustados de la condicién control (n=4)

* p<0.05.
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Para demostrar que efectivamente, la activacién de la proteina TLR-4 estd asociada con la
resistencia a la insulina en las células L6, se cuantificé la incorporacion de glucosa en presencia de un
agonista especifico para TLR-4, como es el caso de LPS. La presencia de 10 pug/ml de LPS por 72 horas
reduce de manera significativa la incorporaciéon de glucosa estimulada por insulina, aproximadamente

un 20%, un valor muy parecido, al observado en presencia de 10 nM de RBP-4 (Figura 14).

0.75 1
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(Normalizado)
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0.00 -
RBP-4 - + -

LPS - - +

Figura 14. LPS, ligando canénico de TLR-4, reduce la capacidad de incorporacién de 2-deoxi-3H-glucosa en miotubos L6,
con un efecto parecido al de RBP-4. Miotubos L6 fueron mantenidos por 72 horas con tratamientos simultadneos de 10 nM
de RBP-4 y 5 ug/ml de LPS, recambiandose el medio de cultivo cada 24 horas, se cuantificd la incorporacion total de glucosa
en presencia de insulina, tanto en la condicion control como en los tratamientos con RBP-4 y LPS. Las cpm obtenidas se
ajustaron a la concentracion de 100 mg de proteinas, y se normalizaron con respecto a los valores ajustados de la condicion

control (n=4) * p<0.05.

La activacidn de la proteina TLR-4 por LPS en el macréfago, induce un incremento significativo en
la produccién de citocinas pro-inflamatorias, IL-6 y TNF-a, a través de la activacion del NFk-B. Se
incubaron las células L6 en presencia de LPS con el fin de evaluar si se comportan de manera parecida a
los macréfagos en cuanto a la reaccién inflamatoria. LPS induce un incremento de manera significativo
en los niveles del ARNm que codifica para IL-6 (Figura 15A) y en los niveles de secrecién de dicha citosina
(Figura 15B). Ademas, LPS también estimula la acumulacién atipica de triglicéridos en las células L6

(Figura 16).
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Figura 15. Figura 9. LPS induce incremento en los niveles de expresion de IL-6. Miotubos L6 fueron tratados a diferentes
tiempos (1, 2 y 4 horas) 4 con 5 pug/ml de LPS, a partir de estos cultivos se obtuvo ARN total para hacer RT-PCR y evaluar los
niveles de expresion del ARNm que codifica para IL-6; los valores obtenidos tras el analisis densitométrico, fueron ajustados
con respecto a los obtenidos de la densitometria del gen enddégeno B-Actina y normalizados con respecto a los valores
ajustados de la condicion control. B) Inmunoensayo enzimatico (ELISA), a partir de medio condicionado proveniente de

cultivos de células L6 tratados con 5 pg/ml de LPS para determinar la cantidad de IL-6 producida y secretada, tras 24, 48 y 72
horas de tratamiento (n=3) *p<0.05
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Control RBP-4 LPS

Figura 16. La activacion de TLR-4 a través, del ligando endégeno RBP-4 como del ligando exégeno LPS, inducen acumulacién
de triglicéridos en miotubos L6. Miotubos L6 fueron cultivados por 7 dias bajo tres condiciones; condicién control, con
recambio de medio de cultivo cada 24 horas (A), bajo tratamiento con 10 nM de RBP-4 por 72 horas, con recambio de medio
de cultivo y de péptido cada 24 horas (B) y bajo tratamiento con 5 pug/ml de LPS, con recambio de medio de cultivo y de
péptido cada 24 horas (C). Los cultivos de las tres condiciones experimentales fueron fijados y tefiidos con rojo oleoso, para

obtener micrografias que evidencian la acumulacidn de triglicéridos (Objetivo 40x).

Estas evidencias permiten sugerir que la activacion de la proteina TLR-4 es el punto critico que
induce la resistencia a la insulina en las células L6, y que esta activacion puede originarse por un ligando

enddgeno, como RBP-4, o un ligando exdgeno, como LPS.
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DISCUSION

La resistencia a la insulina es una condicidn que precede al desarrollo de la diabetes mellitus tipo
2, padecimiento que ocupa la segunda causa de muerte a nivel mundial en la poblacién adulta, tanto en
hombres como en mujeres. Un porcentaje importante de personas con obesidad tienen un alto riesgo
de presentar resistencia a la insulina, lo que hace suponer que algun factor o factores endocrinos
asociados a la condicion de obesidad sean responsables de la resistencia a la insulina. El adipocito,
ademas de almacenar energia, secreta una gran cantidad de hormonas, factores de crecimiento y
citocinas pro-inflamatorias, conocidas en su conjunto como adipocinas. Estudios clinicos han mostrado
un correlato positivo entre los niveles plasmaticos de adipocinas, tales como leptina, IL-6, TNF-a,
resistina y RBP-4, con la resistencia a la insulina que presentan las personas obesas. Ensayos in vitro han
evidenciado que la leptina, IL-6, TNF-a y RBP-4 inducen resistencia a la insulina en cultivos de adipocitos,
hepatocitos, miocitos y células beta del pancreas, sin conocerse a detalle el mecanismo molecular
involucrado. Uno de los indicadores mds comunmente usados para determinar a nivel celular la
resistencia a la insulina es cuantificando la incorporacién total de 2-deoxi-3H-glucosa (2DG-3H)

estimulada por insulina.

En el afio 2005, Yang y colaboradores, mostraron que los adipocitos secretan una nueva
adipocina, el RBP-4, péptido capaz de inducir resistencia a la insulina en miocitos esqueléticos y
hepatocitos. Por su parte, Berry y colaboradores en el afio 2011, identificaron que el RBP-4 en su forma
holo (RBP-4 unido a retinol) induce resistencia a la insulina en la linea tumoral de hepatocitos HepG2, al
unirse a su receptor de membrana STRA6 y activar la via de sefializacion JAK2-STATS5, observandose un
incremento en la produccion de la proteina SOCS-3, la cual desacopla la via de sefalizacién activada por
insulina. El musculo esquelético es el responsable del 80% de la incorporacion de glucosa postpandrial,
lo que realza su importancia fisioldgica en la condicidn de resistencia a la insulina. Se desconoce hasta el
momento el mecanismo a través del cual el RBP-4 induce resistencia a la insulina en miocitos

esqueléticos.

59



Por lo que en el presente estudio nos propusimos estudiar el mecanismo mediante el cual, el
RBP-4 induce resistencia a insulina en musculo esquelético, para lo cual utilizamos la linea celular L6,
proveniente de musculo esquelético de rata. Esta linea celular presenta de origen un fenotipo de
mioblasto, para los ensayos experimentales, los mioblastos los diferenciamos a miotubos, ya que este
fenotipo comparte caracteristicas con los miotubos provenientes de humanos, tales como la expresion
de marcadores especificos, transportador de glucosa GLUT-1, GLUT-3 y GLUT-4, entre otros (Sarabia et
al., 1990; Wilson et al., 1995; Yap et al., 2007). Las condiciones de cultivo y experimentales a las que

fueron sometidos los miotubos no afectaron de manera significativa su viabilidad celular.

Los miotubos L6 al igual que los C2C12, son modelos experimentales ampliamente utilizados para
estudiar la resistencia a la insulina, prefiriéndose el uso de los miotubos L6, ya que presentan un mayor
efecto sobre la incorporacién de glucosa estimulada por insulina que los miotubos C2C12 (Sarabia et al.,
1990). Varios grupos de investigacion trabajan con miotubos L6 resistentes a la insulina con el fin de

poder revertir dicha condiciéon (Wu et al., 2016).

En el presenta trabajo, determinamos si la presencia de RBP-4 induce resistencia a la insulina en
miotubos L6, para lo cual se consideré como un indicador de dicha condicién la incorporacion total de
2DG-3H estimulada por insulina, es decir, la que ocurre a través de los transportadores de glucosa (GLUT-
1y GLUT-4), intercambiadores y otra vias inespecificas. Es importante mencionar que el transporte de
glucosa mediado por GLUT-1, intercambiadores y otras proteinas no es estimulado por insulina, el Unico
modo de transporte de glucosa estimulado por insulina es el que se da a través del transportador GLUT-
4, por lo que cualquier diferencia que encontramos en la incorporacion total de 2DG-3H estimulada por
insulina en presencia de RBP-4, se debe principalmente a cambios en el transporte de glucosa mediado

por GLUT-4, transportador relacionado con la resistencia a la insulina.

Los miotubos L6 al ser mantenidos en presencia de 10 nM de RBP-4 por 72 horas presentan una
reduccidn significativa en la incorporacion total de 2DG-3H, pardametro empleado para evaluar la
resistencia a la insulina. La concentracién sérica de RBP-4 en individuos con obesidad y resistencia a
insulina es alrededor de 1 uM. Sin embargo, no se sabe cudl es la concentracién que puede llegar a
alcanzar RBP-4 en musculo esquelético para inducir resistencia a insulina, y por cuanto tiempo debe

durar el estimulo. Por este motivo, y para estandarizar el uso de RBP-4 en nuestros ensayos, decidimos
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realizar curvas dosis-efecto y curso-temporal, resultando que usando RBP-4 a 10 nM durante 72 horas,
se obtienen miotubos L6 con la caracteristica propia de la resistencia a insulina, capacidad disminuida

de incorporar glucosa bajo el efecto de insulina.

Hasta el momento, sélo se sabe que dos tipos de células son capaces de producir RBP-4: los
hepatocitos y los adipocitos. La funcidn biolégica de cada una de estas células es muy distinta, por lo que
la expresion y produccion de esta proteina se debe dar bajo diferentes circunstancias. La primera funcién
gue le fue caracterizada a RBP-4 fue la de transportar retinol (holo-enzima), siendo el higado el principal
sitio de almacenamiento de retinol, por lo que resulta légico pensar que la expresion y produccién de
RBP-4, por parte de este 6rgano, obedece a la demanda que debe cubrir para distribuir retinol a érganos
y tejidos del organismo. Por otro lado, se ha establecido el papel del adipocito en la regulacién del
metabolismo de glucosa y lipidos, a través de la produccién de adipocinas, entre las que se encuentran
el RBP-4. Actualmente no se ha demostrado que el adipocito tenga la capacidad de almacenar retinol,
por lo que el RBP-4 producido por estas células ésta en su forma libre de retinol (apo-enzima), forma

probablemente capaz de regular directamente el metabolismo de glucosa vy lipidos.

Esta informacion indica que el RBP-4 plasmatico lo podemos encontrar libre (forma apo) o unido
a retinol (forma holo). Trabajos epidemioldgicos correlacionan el cociente apo/holo de RBP-4 como el
principal indicador predisponente a la resistencia a insulina asociada a la obesidad; cuanto mayor es el
cociente apo/holo de RBP-4, mayor es la predisposicién de desarrollar la condicion de resistencia a
insulina (Mills et al., 2008; Erikstrup et al., 2009). Esto sugiere que el RBP-4 proveniente del adipocito es

capaz de inducir resistencia a la insulina.

Ensayos de biologia molecular y de inmunodeteccion demostraron que nuestro modelo
experimental expresa tanto a nivel de ARNm como de proteina, dos receptores de membrana especificos
para unir RBP-4: STRA6 y TLR4. Por lo que decidimos investigar cual de los dos receptores esta
involucrado en la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 en los miotubos L6. El uso de C34 y LPS,
antagonista y agonista respectivamente de TLR4, dejaron en claro la participacion de este receptor en la
induccion de la resistencia a la insulina en los miotubos L6. Este dato es reforzado por dos trabajos
publicados previamente, el primero de ellos por Berry y colaboradores en el afio 2011, quienes

mostraron que RBP-4 para inducir resistencia a la insulina en hepatocitos a través de la activacién de su
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receptor STRAG, era necesario que RBP-4 estuviera unido a retinol; el segundo trabajo, publicado por
Norsen y colaboradores en el afio 2012, pone en evidencia la capacidad del RBP-4 libre de unirse a la
proteina TLR-4 presente en macréfagos para inducir una reaccién inflamatoria. Estudios posteriores,
corroboran la activacién de TLR4 a través de RBP-4 estudiando otras enfermedades (Farjo et al., 2012;
Gao et al., 2016), incluso, como un mecanismo para polarizar células efectoras del sistema inmune para
promover un microambiente pro inflamatorio (Moraes-Vieira et al., 2014). Estas evidencias nos permiten

sumar la activacion del TLR4 como mecanismo para inducir resistencia a insulina en los miotubos L6.

Para este estudio, se propuso investigar 3 probables mecanismos por los que el RBP-4 pudiera
ser capaz de inducir resistencia a insulina: 1) a través de la disminucién de la expresion génica y funcional
de elementos que participan en la seializacidn de insulina, 2) debido a un incremento en los niveles de
expresion de una citocina pro-inflamatoria como IL-6 y la proteina SOCS-3, y 3) por la acumulacién atipica

de triglicéridos, condicién que induce la generacién de especies lipotdxicas.

Los principales elementos moleculares de la via de sefalizacidn activada por insulina que resultan
afectados en la condiciéon de resistencia a insulina son el receptor a insulina y el transportador GLUT-4,
por lo que se decidié explorar si RBP-4 es capaz de inducir cambios en los niveles de expresién de esos
dos elementos. En primer lugar, se encontré que el RBP-4 tiene un efecto negativo en la expresién del
receptor a insulina, mientras que, contrario a lo que esperabamos, hay un incremento en los niveles de
expresion de GLUT-4, probablemente debido a un efecto compensatorio. Con estos resultados creemos
qgue, a pesar del incremento en los niveles de expresién de GLUT-4, la disminucién en la expresion del
receptor a insulina es mas que suficiente para reducir la incorporacion total de 2DG-3H. Consideramos
gue el transportador GLUT-4 que se esta produciendo en mayor cantidad, se queda acumulado en las
vesiculas intracelulares, las cuales no se movilizan a la membrana plasmatica hasta que no sean
fosforiladas por la proteina AKT, activacidn que depende a su vez de la unidn de insulina con su receptor,
cuya expresion esta disminuida por la presencia de RBP-4. Esta hipdtesis pudiera ser corroborada en un
futuro por ensayos de inmufluorescencia, que permitiria determinar la localizacion subcelular de GLUT-

4 en los miotubos L6, tras los tratamientos descritos con RBP-4 para inducir resistencia a insulina.

Con respecto a la activacion de TLR4 por RBP-4 en macréfagos, se observa un incremento en los

niveles de produccién de IL-6 y TNF-o, dependiente de la translocaciéon del NFk-B al nucleo celular. Al
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incubar adipocitos en medio de cultivo proveniente de macroéfagos estimulados con RBP-4 se induce
resistencia a la insulina, observandose un incremento en la expresidén de la proteina SOCS-3, la cual
desacopla la via de sefializacidn activada por insulina, explicando de esta manera como las citocinas pro-
inflamatorias provenientes de los macréfagos activados con RBP-4 reducen la incorporacion de 2DG-3H

en los adipocitos.

Los miocitos esqueléticos ademas de su papel en la capacidad motora del organismo, son capaces
de producir de manera local citocinas pro-inflamatorias cuando TLR4 resulta activado (Kim et al., 2012),
la liberacion de estas citocinas genera un microambiente inflamatorio que pudiera por un lado, ayudar
a la remocion de las células musculares muertas o dafiadas durante la actividad fisica, y por otro lado, a
regular el metabolismo de carbohidratos y lipidos, que a largo plazo pudiera ser |la causa de la resistencia

a lainsulina.

Resulta importante establecer dos hechos: 1) el RBP-4 es capaz de inducir la expresion y secrecion
de citocinas pro inflamatorias como IL-6 y TNF-a, en macréfagos a través de la activacion de TLR-4
(Norsen et al., 2012); y 2) los miocitos esqueléticos mediante la activacién de TLR4 por LPS secretan IL-6
(Kim et al., 2012). Estos hechos apoyan nuestra propuesta experimental, de que la resistencia a la
insulina inducida por RBP-4 en miotubos L6 puede deberse a la expresion de IL-6. Experimentos
realizados en el presente trabajo muestran que IL-6 por si misma reduce la incorporacién total de 2DG-

3H y aumenta los niveles de expresién de la proteina SOCS-3.

Al revisar los resultados obtenidos con RBP-4 e IL-6, se puede observar que en ambas condiciones
se presenta el mismo efecto, una reduccién en la incorporacién de 2DG-3H estimulada por insulina y un
aumento en la expresién de la proteina SOCS-3, la diferencia radica en el hecho de que para encontrar
el efecto maximo de RBP-4 se requieren 72 horas de tratamiento, mientras que para la condiciéon de IL-
6, se requieren solamente 48 horas, este desfase temporal nos sugiere que son dos eventos relacionados
en el tiempo, que la resistencia a la insulina inducida por RBP-4 es mediada por la produccién previa de
IL-6. Una manera de poner a prueba nuestra propuesta es mantener los miotubos L6 en presencia de
RBP-4 y un antagonista del receptor a IL-6, si estamos en lo correcto, RBP-4 bajo esas condiciones

experimentales debera ser incapaz de inducir resistencia a la insulina.
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El tercer mecanismo propuesto como responsable de la resistencia a la insulina es la acumulacion
atipica de triglicéridos, fuente para la generacidn de especies lipotdxicas como DAG y ceramidas, que de
manera indirecta desacoplan la via de sefializaciéon de insulina. Estudios anatomohistopatélogicos
muestran que biopsias de musculo esquelético provenientes de pacientes obesos con resistencia a la
insulina y/o diabetes tipo 2, presentan una acumulacion atipica de triglicéridos, sugiriéndose como
probable factor inductor de la resistencia a la insulina. En este sentido, se decidié evaluar si el RBP-4
ademas de estimular la produccién de IL-6 y SOCS-3, era capaz de inducir la acumulacién atipica de
triglicéridos en los miotubos L6, con un factor adicional inductor de resistencia a la insulina. La tincién
de rojo oleoso deja en claro que efectivamente, RBP-4 estimula la acumulacién atipica de triglicéridos,
muy probablemente afectando la expresiéon de enzimas relacionadas a la B-oxidacién de lipidos,
impidiendo que estos sean transferidos a la mitocondria y se queden acumulando en el citoplasma. De
manera muy preliminar, por ensayos de RT-PCR mostramos que RBP-4 reduce el nivel de expresion del
PGCla, que funciona como factor de transcripcidon de PPARY, el cual esta correlacionado positivamente
con la B-oxidacidn de lipidos. Experimentos posteriores contemplan evaluar el nivel de expresién y la

actividad de la PPARY, asi como medir los niveles de las especies lipotdxicas como DAG y ceramida.

Con la finalidad de validar nuestros resultados, es decir, que efectivamente RBP-4 induce
resistencia a la insulina en miotubos L6 mediante la activacién de TLR4, realizamos experimentos
paralelos empleando LPS, ligando exdgeno clasico de TLR4. Los resultados obtenidos muestran que LPS,
al igual que RBP-4, inducen resistencia a la insulina en nuestra linea celular L6, representada por una
disminucion en su capacidad para incorporar glucosa bajo el estimulo de insulina. Ademas, se pudo
observar también que LPS, al igual que RBP-4, indujo un incremento en la expresién y secrecion de IL-6

y en la acumulacion de triglicéridos.

La activacién de TLR-4 por LPS en las células L6, se ha caracterizado en nuestro laboratorio,
definiendo que la sobre-expresiéon de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, es dependiente de MyD88,
gue conduce a su vez a la translocacion del factor transcripcional NF-kB; esta informacion nos permite
sugerir que ésta via muy probablemente es activada RBP-4 al unirse a TLR4. De manera general,
proponemos un modelo hipotético mediante el cual el RBP-4 induce resistencia a la insulina en miotubos

L6 (Figura 17).
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Figura 17. Esquema que representa el papel de la activacion de TLR4, a través del ligando endégeno RBP-4, en el desacople

de la via de sefializacion activada por insulina. RBP-4 es capaz de activar a TLR-4, con lo que desencadena una via de

sefializacion que lleva a la translocacion de factores de transcripcion como NFkB, que incrementa los niveles de expresion de
citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-6. A su vez, IL-6 inducen resistencia a insulina a través de dos mecanismos:
incremento en los niveles de produccién de la molécula desacoplante de la sefial de insulina SOCS3, ademas de la acumulacion

de lipidos, inducida por la disminucién de PGC1-a. Aln no sabemos si la activacion de TLR4 por parte de RBP4 y LPS inducen

de forma directa o indirecta la disminucion en los niveles de expresidn del receptor a insulina.
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CONCLUSIONES

1) RBP-4 reduce la incorporacién de glucosa estimulada con insulina en células L6. Este efecto depende

de la concentracion del péptido, asi como de la duracién del tratamiento.

2) La linea celular L6 expresa el receptor STRA6, que es especifico para RBP-4.

3) La reduccidén en la incorporacion de glucosa inducida por RBP-4 se puede explicar por tres diferentes
mecanismos: el primero, una reduccién en los niveles de expresion del receptor a insulina, el segundo,
un incremento en la produccion de IL-6 y la proteina SOCS-3; y tercero, la acumulacién atipica de

triglicéridos.

4) La presencia de IL-6 en el medio extracelular es suficiente para reducir la incorporacién de glucosa
estimulada por insulina en las células L6, la cual puede explicarse por un incremento en los niveles de
expresion de la proteina SOCS-3 que desacopla la via de senalizacidn de insulina y por una acumulacion

atipica de triglicéridos.

5) Las células L6, al igual que los adipocitos y macréfagos expresan la proteinas TLR-4.

6) El efecto inhibitorio del RBP-4 sobre la incorporacion de glucosa es mediado por la proteina TLR-4.

8) Laactivacion de la proteina TLR-4, ya sea por RBP-4 como ligando endégeno, o LPS como ligando

exdgeno, induce resistencia a la insulina en las células L6.
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