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RESUMEN

La obesidad es un problema de salud publica mundial, mas de la mitad (50.3%)
de la poblacion adulta padece de sobrepeso u obesidad. La obesidad resulta del
desbalance entre el consumo y gasto de energia. Las alteraciones metabdlicas
presentes en varios érganos (pancreas, tejido adiposo, higado, musculo cardiaco
y tejido muscular) de individuos obesos resulta en el desarrollo de diabetes.
Recientemente se ha demostrado que la inflamacion crénica (metainflamacion) es
crucial en la patogénesis de la obesidad. La inflamacion es promovida por la
expansion patoldgica del tejido adiposo. Este crecimiento induce una alta
infiltracion de macréfagos, los cuales secretan citocinas inflamatorias como IL-18
e IL-18 que contribuyen a la resistencia a insulina y desarrollo de diabetes.

El procesamiento de las citocinas de la familia IL-1 como IL-1B e IL-18, es
mediada por la cisteina proteasa caspasa-1, la cual es activada por el complejo
multiprotéico conocido como inflamasoma.

Diversos estudios demuestran que los ratones deficientes en componentes del
inflamasoma como NIrp3, ASC, y Casp1 tienen un menor desarrollo de ganancia
de peso, hipertrofia de adipocitos, hiperinsulinemia e hiperresistinemia.

El inflamasoma de NALP3 es el principal sensor del exceso de lipidos. Sin
embargo, en el tejido adiposo de los animales carentes de Nalp3 no se abate por
completo la activacion de caspasa-1 inducida por la dieta alta en grasa in vivo, 1o
que sugiere que otros inflamasomas como NALP1, NALP4 o NALP6 contribuyen
a las fisiopatologia de la obesidad.

Estudios previos han comprobado que la expresion del receptor NALP1 aumenta
en tejido adiposo cuando se induce obesidad mediante una dieta alta en grasa.
Interesantemente, se ha observado que distintas cepas de ratones muestran
diferencias en la susceptibilidad a desarrollar sindrome metabdlico inducido por
una dieta alta en grasa. Esto correlaciona con la expresion de distintos alelos del
gen Nalp1b; por ejemplo, los ratones de la cepas C57BL/6 que expresan el alelo

2 son susceptibles a desarrollar diabetes en respuesta a una dieta alta en grasa,



en cambio los animales de la cepa Balb/c, que expresan el alelo 1 son resistentes
a desarrollar diabetes.

De acuerdo con lo anterior, en el presente estudio mostramos que la expresion
del alelo Nalp1b1 en ratones transgénicos de la cepa C57BL/6 (Nalp1b2) modula
la magnitud de la metainflamacion inducida por una dieta alta en grasa, en tejido
adiposo y a nivel sistémico. Ademas favorece la homeostasis de la glucosa. El
tejido adiposo de los animales transgénicos obesos (Nalp1b1/Nalp1b2) presentd
menores niveles de caspasa-1 activa y de IL-1 B. Consistente con esto, a los tres
meses de ser alimentados con la dieta alta en grasa los ratones transgénicos
obesos (Nalp1b1/Nalp1b2) presentan niveles normales de insulina y regulan
adecuadamente los niveles de glucosa en sangre en comparacion con l0s
animales silvestres (Nalp1b2). Estos resultados indican que las células beta
pancreaticas de los animales transgénicos (Nalp1b1/Nalpi1b2) debe de
presentarse menor dano por inflamacion lo que les permite secretar niveles
normales de insulina y regular adecuadamente los niveles de glucosa. En base a
nuestros resultados, proponemos que NALP1b1 regula negativamente la
metainflamacion, en respuesta senales de dano generadas durante el desarrollo
de la obesidad y diabetes como exceso de lipidos o glucosa

la deposicion de polipétido amiloide insular 0 generacion de especies reactivas

de oxigeno.



ABREVIATURAS

ABC - Area bajo la curva

AKT - Proteina cinasa B

DAG - Dieta alta en grasa

DAMPs — Patrones moleculares asociados a dano
DN - Dieta normal

GLUT4 — Transportador de glucosa 4

GSKS8 - Glucogeno sintasa cinasa 3

HDL - Lipoproteina de alta densidad

IAPP — Polipétido amiloide insular

IKK - Cinasa Ikb

IL-1 - Interleucina 1

IRS — Substrato del receptor de insulina

JNK — Cinasa c¢-jun N-terminal

LDL - Lipoproteina de baja densidad

NLRP — Receptor tipo NOD

PAMPs — Patrones moleculares asociados a patdégenos
PI3K - Fosfatidil inositol 3 cinasa

PRR — Receptores de reconocimiento de patrones
ROS - Especies reactivas de oxigeno

TLR - Receptores tipo Toll

TNF — Factor de necrosis tumoral

VLDL - Lipoproteina de muy baja densidad



1 INTRODUCCION

1.1 Regulacién del metabolismo energético

Toda actividad del cuerpo humano requiere energia y la glucosa es su principal
fuente. Muchos ¢rganos pueden almacenarla (sintesis de glucégeno), producirla
(gluconeogénesis) o utilizarla (glucdlisis). Sin embargo, algunos tejidos como el
cerebro y los globulos rojos dependen del aporte directo de la glucosa circulante.
El cerebro oxida alrededor de 120 g de glucosa diarios, que corresponde al 20%
de gasto energético corporal diario. Por lo tanto es fundamental que los niveles de
glucemia se mantengan estables (alrededor 90-100 mg/dL). Si baja a menos de la
mitad, puede causar fallas en la funcion del cerebro, y si aumenta demasiado, se
producen las complicaciones cronicas propias de enfermedades como la
diabetes. La insulina producida por las células B en los islotes del pancreas, es la
principal hormona responsable de mantener los niveles de glucemia estables,

tanto en los periodos de ayuno como en los postprandriales [1].

Cuando la glucosa llega a la circulacion sanguinea desde el intestino, después de
una comida rica en glucidos, el consiguiente aumento de glucosa en sangre
provoca un aumento de la secrecion de insulina y una disminucion de glucagon.
La liberacion de insulina por el pancreas esta regulada por el nivel de glucosa en
la sangre que llega al pancreas. Las hormonas peptidicas insulina, glucagéon y
somatostatina se producen en los grupos de células pancreaticas especializadas,
conocidas como islotes de Langerhans. Cada tipo de célula de los islotes
produce una sola hormona: las células o producen glucagoén, las células f insulina
y las células 6 somatostatina. Cuando aumenta la glucosa sanguinea, los
transportadores GLUT2 transportan glucosa a las células , en donde es
convertida a glucosa 6-fosfato por la hexoquinasa IV (glucoquinasa) y entra a
glucoalisis. El incremento en la velocidad del catabolismo de la glucosa aumenta la
concentracion de ATP, lo que hace que se cierren los canales de K* regulados

por ATP de la membrana plasmatica. La reduccion en la salida de K* despolariza



la membrana, abriendo con ello los canales de Ca?* de compuerta regulada por
voltaje de la membrana plasmatica. La consiguiente entrada de Ca?* provoca la
liberacion de insulina por exocitosis. Estimulos procedentes de los sistemas
nerviosos parasimpatico y simpatico estimulan e inhiben, respectivamente, la
liberacion de insulina. Un bucle de retroalimentacion limita la liberacion hormonal:
la insulina disminuye la glucosa sanguinea por estimulacion de la captacion de
glucosa por los tejidos; la célula p detecta la disminucion de glucosa en sangre
por la disminucion de la reaccion hexoquinasa; esto hace que la liberacion de
insulina se haga mas lenta o cese. Esta regulacion por retroalimentacion
mantienen la concentracion de glucosa casi constante a pesar de grandes

fluctuaciones después de la ingesta [2].

1.1.2 Via de senalizacion de insulina

La insulina promueve una gran variedad de respuestas biolégicas, entre ellas la
habilidad de estimular la disponibilidad de glucosa en la sangre, principalmente en
tejidos blanco como musculo esquelético vy el tejido adiposo, donde la glucosa es
oxidada y almacenada como glicégeno o acidos grasos [3].

El receptor de insulina (RI) reside en la membrana plasmatica y pertenece a una
amplia familia de receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca
de tirosina cinasa (RTK), los cuales al ser estimulados se autofosforilan en
residuos de tirosina [4]. El IR es un heterotetramero compuesto de dos
subunidades extracelulares a y dos subunidades transmembranales B, las cuales
estan unidas mediante puentes disulfuro [4, 5]. Las subunidades a se encuentran
localizadas en el exterior de la membrana plasmatica y contienen los sitios de
union a insulina. Por otra parte las subunidades B contienen los sitios de union a
ATP vy los sitios de autofosforilacion en la region juxtamembranal (Tyr960), la
region regulatoria (Tyr1146 Tyr1150 y Tyr1151) y la region carboxilo terminal
(Tyr1316 y Tyr1322) [6]. Esta autofosforilacion ocurre a través de mecanismos de
transfosforilacion en los cuales la insulina se une a la subunidad o del dimero a By
estimula la fosforilacion de la subunidades B adyacentes que se encuentran
unidas covalentemente. El mecanismo de autofosforilacion se da por procesos

cis y trans mediante los cuales ciertos residuos son fosforilados por la actividad
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fosfotransferasa de la subunidad B (cis-) mientras que otros son substrato de la
actividad de la cinasa de la subunidad  opuesta (trans-) [7].

La senalizacion de insulina involucra una compleja cascada rio abajo del receptor
de insulina. La senalizacion de la cascada desencadena en dos principales vias:
La primera es la via de las cinasas activadas por mitogenos (MAP cinasas); La
segunda involucra a fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y a AKT. Ambas vias regulan
la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la regulacion del

metabolismo energético, la expresion genética y efectos mitogénicos [8].

1.1.2.1 Via PI3K

La unidon de insulina a su receptor resulta en la fosforilacion del substrato del
receptor de insulina 1 (IRS-1) [9]. Las proteinas IRS estan compuestas por el
dominio de homologia a pleckstrina (PH) y el dominio de union a fosfotirosina
(PTB) seguido de una cola de tirosina y sitios de fosforilacion Ser/Thr. El dominio
PTB COOH-terminal se une directamente al motivo fosforilado NPXY de la
subunidad B del receptor de insulina [10]. El dominio PH NH2-terminal de IRS
facilita la uniéon entre las proteinas blanco como fostadil inositol 3-cinasa (PI3K) o
la proteina 2 unida al receptor de factor de crecimiento (Grb2) y fosfolipidos de
membrana como PIP3 a los receptores de insulina activados. Durante la
interaccion con el receptor de insuling, las proteinas IRS son fosforiladas en varios
residuos de tirosina por el receptor de tirosina, creando sitios de unidén para
proteinas con dominios SH2 [4]. La proteina adaptadora PI3K, la cual se une a
IRS, consta de una subunidad reguladora (p85) y una subunidad catalitica (p110).
La interaccion entre p85/IRS-1 da por resultado la activacion de p110, la cual
fosforila fosfatidilinositol 3,4 bifosfato PIP2 en la posicion 3 para producir
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato PIP3. PIP3 reclutan a Akt también conocida como
(PKB) a través de su dominio PH [11]. Akt es una proteina de 60 KDa constituida
por un dominio PH NH2-terminal, un dominio cinasa y un dominio regulatorio
COQOH-terminal [3].

Akt es activada mediante la fosforilacion de dos sitios clave: Thr308 en el dominio
catalitico a través de la cinasa dependiente de fosfoinositidos-1(PDK1), la cual se

recluta a la membrana a través de interactuar con PIP3 también generado por la
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accion de PIBK, vy la fosforilacion de Serd73 en el dominio regulatorio COOH-

terminal a través de PDK2, un complejo conocido como mTor/Rictor [12].

Uno de los blancos de Akt es la glucogeno sintasa cinasa-3 (GSKS), la cual regula
varios procesos celulares incluyendo la sintesis de proteinas y glicbgeno. La via
de senalizacion PIBK promueve la sintesis de glicogeno inactivando a GSK3 a
través de la fosforilacion en Ser21 (GSK3 a) y Ser9 (GSK3 B), respectivamente [3].
Ademas Akt también fosforila al factor de transcripcion FOXO-1, lo cual resulta en
su exclusion del nucleo, previniendo la activacion de varios genes como la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la glucosa-6 fosfatasa en higado, dos
importantes enzimas involucradas en la gluconeogénesis. Finalmente Akt
promueve el consumo de glucosa induciendo la translocacion del transportador
de glucosa en la membrana plasmatica [11]. Akt fosforila a AS160 (substrato de
Akt 160KDa), el cual regula negativamente a proteinas G pequenas de la familia
de Rab, las cuales participan en el trafico vesicular del transportadores de glucosa
(GLUT) en tejidos sensibles a insulina. Una vez que AS160 es fosforilada se inhibe
su funcion, incrementando el trafico dependiente de Rab del transportador de
glucosa a la membrana GLUT4, el cual solo se expresa en musculo y tejido

adiposo[13].
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Figura.1 Via involucradas en la sefalizacion de insulina [14].

1.2 Obesidad

Los mamiferos ademas de mantener una homeostasis en los niveles de glucosa
para tener un aporte constante y estable de energia, han evolucionado para
almacenarla con el fin de garantizar su sobrevivencia durante periodos de sequia y
hambre [15]. La composicion corporal solo puede permanecer estable si se oxida
una mezcla de sustratos igual (no solo en cantidad sino en calidad) a la mezcla de
macronutrientes ingeridos. La homeostasis de la energia depende del balance
entre las calorias consumidas y el gasto de energia. Las calorias consumidas
dependen solamente del consumo de comida (incluyendo solo lo absorbido),
mientras que el gasto de energia depende del metabolismo basal, la actividad
fisica (voluntaria o involuntaria) y la termogénesis adaptativa. La obesidad es el
resultado de ingerir mas calorias en la dieta de las utilizadas en las actividades

fisioldgicas que consumen energia [16].
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La obesidad se define como una enfermedad multifactorial que se caracteriza por
una acumulacion excesiva de tejido adiposo y el correspondiente aumento del
peso corporal [17]. El indice de masa corporal IMC =peso (Kg) /talla (m?) se utiliza
para determinar el estado de nutricidbn en que se encuentra una persona. El peso
ideal se diagnostica como IMC igual o0 menor que 25 Kg/ m? cuando es mayor se
considera que es preobesa y si es igual o mayor a 30 Kg/ m? es obesa. El
trastorno de la obesidad tiene su origen en la acumulacion de grasa en el tejido
adiposo [18].

El tejido adiposo es una mezcla heterogénea de adipocitos, preadipocitos
estromales, células inmunes y endotelio [19]. En combinacion, el tejido adiposo
funciona como un complejo érgano endocrino que envia y recibe sefnales para
modular la utilizacion de reservas de energia, el apetito, la sensibilidad a insulina,
funciones reproductivas y la inflamacion [20]. Los factores que secreta son
conocidos como adipocinas, estas incluyen proteinas secretadas Unicamente por
los adipocitos como leptina y adiponectina; citocinas inflamatorias como el factor

de necrosis tumoral a (TNFa) y moléculas angiogénicas y vasoactivadoras [19].

Dos mecanismos diferentes pueden inducir el aumento del tejido adiposo: la
hipertrofia (incremento en el volumen de los adipocitos) o hiperplasia (incremento
en el numero de adipocitos). Es necesario establecer una distincion entre una
expansion saludable y una patoldgica del tejido adiposo. La expansion saludable
es el crecimiento de la masa adiposa a través del reclutamiento de precursores de
células adiposas y células estromales, que se caracteriza por un proceso de
vascularizacion minimo y baja deposicion de matriz extracelular y por tanto
inflamacion minima. En contraste, la expansion patolégica se caracteriza por
crecimiento acelerado de las células adiposas, alta infiltracion de macrofagos,
desarrollo limitado de vasos vy fibrosis masiva. Esta expansion patoldgica esta
asociada con una inflamacion cronica, la cual resulta en el desarrollo de

resistencia a insulina [21].

Se ha sugerido que la necrosis de los adipocitos conducen a la hipertrofia, lo que

promueve la infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo, los cuales se
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distribuyen en forma de corona (Crown-like structures CLSs) que rodea a los
adipocitos necroéticos. Esta distribucion es caracteristica de la obesidad
avanzada. En este estado los macrofagos, se fusionan para fagocitar los residuos
de gotas de lipidos, formando un sincicio multinucleado durante el proceso, 1o
cual se ha asociado con un estado inflamatorio cronico [22].

La hipertrofia en los adipocitos crea un area local en el tejido adiposo de
microhipoxia durante las primeras etapas de la expansion. Se ha observado que
en humanos el tejido adiposo es pobremente oxigenado en estado obeso. Se ha
sugerido que los niveles de varias adipocinas como MIF, IL-6, Anglt4, PAI-1,
VEGF vy leptina y las metaloproteinasas de matriz MMP2, MMP9 se regulan
positivamente en la hipoxia [23].

Los acidos grasos se almacenan en forma de triglicéridos en el tejido adiposo y
son liberados de adipocitos hipertroficos a través de la lipolisis durante el ayuno.
Algunos de estos acidos grasos liberados son desviados al higado y almacenados
en gotas lipidicas, mientras que otros son oxidados en otros 6rganos [24]. Sin
embargo, niveles elevados de acidos grasos en plasma pueden inducir una
respuesta inflamatoria mediante la unidn a receptores de reconocimiento de
patrones como los receptores tipo toll (TLRs). Se ha descrito que esfingolipidos
como la ceramida es un ligando del TLR4, vy la activacion resultante promueve
indirectamente la resistencia a insulina en higado y en musculo [25].

Ademas se ha determinado que altas tasas de lipolisis o un alto flujo de acidos

grasos saturados causan inflamacion temporal en el tejido adiposo [23].

1.3 Dislipidemia

Los lipidos obtenidos de la dieta como el colesterol, son absorbidos por
enterocitos en el intestino, para después ser empaquetados con triglicéridos
formando estructuras conocidas como quilomicrones. Algunos triglicéridos son
hidrolizados en la circulacion y apoproteinas como ApoE se adicionan a los
quilomicrones los cuales se transportan hacia el higado.

Los hepatocitos por su parte, secretan lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), estas son procesadas en circulacion como lipoproteinas de baja densidad

(LDL), la proteina principal que transporta colesterol a las células periféricas.
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Cuando hay un exceso de colesterol, se liberan proteinas de alta densidad (HDL),
también derivadas de la sintesis hepatica. Las HDL regresan lipidos al higado a
través de la secrecion de bilis y la reabsorcion de lipidos en el intestino [26].

La dislipidemia la cual se define como la desregulacion del metabolismo de
lipoproteinas, incluyendo su sobreproduccion y deficiencia, se caracteriza por
elevado colesterol total, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y triglicéridos o por
el decremento de lipoproteinas de alta densidad (HDL) [27].

La senalizacion por lipidos tiene una funcion crucial en la progresion de la
obesidad. El constante exceso de nutrientes, en particular de acido grasos son
suficientes para inducir resistencia a insulina y activar respuestas inflamatorias. Un
lipido que es sobreproducido como resultado del incremento de acidos grasos es
la ceramida. La ceramida contribuye a la resistencia a insulina a través de
multiples vias; Activa la proteina fosfatasa (PP2A), la cual inactiva a AKT,
atenuando la respuesta a insulina. Ademas la ceramida activa a PKC, inhibiendo
la translocacion a la membrana a través de la fosforilacion de la treonina 34 del

dominio de homologia a plecstrina (PH) de AKT [28].

La obesidad y la diabetes tipo Il se han asociado con el incremento de lipidos en
plasma. La obesidad resulta e un aumento en el flujo de acidos grasos en la
circulacion y aumenta su utilizacion por miocitos y hepatocitos. Los acidos grasos
son metabolizados para oxidacion o almacenamiento. Cuando los acidos grasos
exceden de la capacidad para ser metabolizados en estas dos vias, los
intermediarios (diaciglicerol, acido lisofosfatidico, ceramida) se acumulan. Estos
intermediarios activan a cinasas de serina que regulan negativamente la accion de
la insulina [29]. La sobrecarga de lipidos en musculo esquelético, higado, islotes
pancreaticos y miocardio, resultante del aflujo de acidos grasos en cantidad
superior a las necesidades oxidativas de aquellos tejidos, aumenta el flujo
metabdlico para las vias perjudiciales del metabolismo oxidativo, causando la

resistencia a insulina, esteatosis hepatica, diabetes tipo 2 y disfuncion cardiaca

[1].
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1.4 Diabetes

La acumulacion de lipidos en tejido no destinado para el almacenamiento de
grasas como musculo e higado, puede bloquear la disponibilidad de glucosa.

Se ha establecido que la deposicion de lipidos miocelulares son un marcador de
resistencia a insulina [28].

La resistencia a insulina suele preceder a situaciones patolégicas como la
diabetes mellitus o el sindrome metabdlico y esta asociada a circunstancias de
obesidad. [30]. La diabetes tipo | y Il son enfermedades con distinta etiologia. La
diabetes tipo | resulta de una destruccion autoinmune de las islas p pancreaticas,
mientras de la diabetes tipo Il involucra la constelacion de desordenes
metabdlicos incluyendo la resistencia a insuling, la desregulacion de la produccion
de glucosa hepatica y la alteracion de las funciones de las células p pancreaticas

[31].

La resistencia a insulina (RI) se define como la disminucién de la capacidad de la
insulina para ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana tipicos, como el
musculo esquelético, el higado o tejido adiposo[32].

La diabetes tipo 2 se caracteriza por alteraciones en la homeostasis de la glucosa
incluyendo: (1) La capacidad de secretar insulina tanto en forma aguda como de
manera sostenida (2) la capacidad de la insulina para inhibir la produccion de
glucosa hepatica y promover el aprovechamiento periférico de la glucosa
(sensibilidad a la insulina) y (3) de la capacidad de la glucosa para entrar en las
células aun en ausencia de insulina[33]. Cuando los niveles de glucosa en sangre
son muy elevados y las células B ya no son capaces de responder con un exceso
de secrecion de insulina, se pierde la fase de compensacion y se inicia la
hiperglicemia. Inicialmente la elevacion de la glucosa es moderada e identifica un
estado intermedio entre la normalidad y la diabetes, que se considera como
prediabetes (100-125 mg/dL); si los niveles de glucosa en sangre aumentan se

diagnostica diabetes (>126 mg/dL) [1].
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Figura 2. Modelo de las consecuencias de la deficiencia en la secrecién de

insulina asociado a la obesidad y la diabetes tipo 2[34].

En respuesta a la falta de eficacia de la insulina, las células B pancreaticas
incrementan la liberacion de insulina para mantener asi un nivel normal de
tolerancia a la glucosa. La hiperinsulinemia compensatoria, resultante de la
resistencia a la insulina es considerada como un posible factor de riesgo para el
desarrollo de hipertension arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidad,
disfuncion endotelial y aterosclerosis a través de mecanismos interrelacionados
[35].

La resistencia a insulina resultante de la obesidad es un reflejo del exceso de
nutrientes por un largo periodo y se manifiesta a través de mecanismos complejos
y heterogéneos que involucran el incremento de acidos grasos, exceso de
nutrientes, microhipoxia en tejido adiposo, estrés en el reticulo endoplasmico,
secrecion de citocinas derivadas de tejido adiposo, inflamacion crénica en tejido
adiposo e higado [29]. El incremento en los niveles de glucosa y de acidos grasos
pueden provocar la muerte de las células B y la accion de la insulina a lo que se le

conoce como glucolipotoxicidad [34].
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La magnitud de la reduccion de las células B en la diabetes tipo 2 correlaciona
con la falta de respuesta en la secrecion de insulina. Este fendmeno se basa en
observaciones tales como: En la diabetes tipo 2, las células B no son capaces de
secretar insulina eficientemente en respuesta a glucosa intravenosa a pesar de
que exista una produccion de insulina. Ademas se ha determinado que las células
B se reducen en un 50%, lo cual no es directamente proporcional a la funcion
secretora por que en este nivel de diabetes tipo 2, las células operan menos del
25% de su capacidad funcional [34]. Las deficiencias en la secrecion de insulina
(Fig. 2) resultan en la disminucion de los niveles de insulina en circulacion y el
decremento de la senalizacion de células sensibles a insulina en el nlcleo arcuato
del hipotdlamo, en especial una poblacion que expresa propiomelanocortina, las
neuronas POMC, causando un mayor consumo de comida y de ganancia de
peso[36]. Ademas se promueve el decremento en la produccién de glucosa
hepatica, reduce la eficiencia de almacenamiento de glucosa en musculo, vy
aumenta la lipolisis en adipocitos, resultando en un aumento de acidos grasos

circulando en el plasma [34].

1.5 Estrés metabdlico converge en la activacion de JNK e IKK

Las perturbaciones generadas durante el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2
causan estrés metabdlico que se genera de forma intracelular o extracelular. El
estrés metabdlico generado via intracelular se asocia con estrés del reticulo
endoplasmico y estrés oxidativo, mientras que el estrés generado via extracelular
se asocia con la alta produccion de citocinas pro-inflamatorias, y altos niveles de
insulina y de &acidos grasos. Estos agentes estresantes inducen resistencia a
insulina o deficiencias en las células B a través de la activacion de cinasas
activadas por estrés incluyendo la cinasa de Jun N-terminal (UNK) o la IkB cinasa
B (IKK B) en tejido adiposo, musculo e higado en modelos de obesidad [37].

La activacion de UNK a través de la sefalizacion de citocinas, lipidos, ROS o
proteina reclutadora de inositol (IRE1) activada por el estrés del RE induce la
fosforilacion de serinas que inhiben la senalizacion de insulina. La proteina cinasa
del reticulo endoplasmico (PERK), también activa a IKK e inhibe la accion de la

insulina medida por NFkB (Fig.3) [38]. Ademas IKK B activa el factor de

19



transcripcion nuclear kB y asi la expresion de sus genes blanco como citocinas
pro-inflamatorias, en higado y tejido adiposo. Estas citocinas, incluyendo TNF ,IL-
6 e IL-1 B, promueven resistencia a insulina en los tejidos donde es producida,
como higado y tejido adiposo, y pueden ser transportadas a través de la
circulacion y afectar sitios distantes, incluyendo vasos, musculo esquelético y

cardiaco, rinones y leucocitos [39].
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PERK

Endoplasmic
reticulum

O%(%FABP OATF6

o @ -

FABP—© O

Figura 3. Vias moleculares activadas por el estrés metabdlico y respuestas
inflamatorias que convergen en la alteracién de la cascada de sefalizacion de

insulina [40].

1.6 Sindrome metabdlico

La constelacion de anormalidades metabdlicas asociadas a la obesidad,
incluyendo diabetes tipo 2 (intolerancia a glucosa), resistencia a insuling,
dislipidemia e hipertension en conjunto se define como sindrome metabdlico.

La etiologia de este sindrome es multifactorial, la genética y los factores del medio
ambiente (estrés cronico, inactividad fisica, dieta, tabaco) desempenan un papel

importante [41].
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El diagnéstico del sindrome metabdlico requiere que coexistan al menos
intolerancia a glucosa y/o resistencia a insulina mas alguna de las siguientes
alteraciones: HTA > 140/90 mmHg, dislipemia definida por hipertrigliceridemia
>1.7 mmol/l o descenso del colesterol HDL (varones: 0.9 mmol/l; mujeres: 1
mmol/l),  obesidad central o visceral, microalbuminuria  (cociente

albumina/creatinina: Varones: 2.5 mg/mmol; Mujeres: 3.5 mg/mmol) [42].

El sindrome metabdlico se asocia con alteraciones metabdlicas en diferentes
organos (pancreas, tejido adiposo, higado, cardiaco y tejido muscular) que
inducen una respuesta inflamatoria créonica de bajo grado la cual se ha
denominado metainflamacion (inflamacion provocada metabdlicamente). Esta
condicion es principalmente generada por el excedente de nutrientes (Ej. Lipidos
como palmitato y ceramida, glucosa, aminoacidos) que activa moléculas y vias de

senalizacion involucradas en la inflamacion clasica [40].

1.7 Metainflamacion

Durante el desarrollo de la obesidad, la morfologia y la propiedades del tejido
adiposo cambian dramaticamente. Ademas de la presencia de hipertrofia
causada por aumento de lipidos, induce una alta infiltracion de macréfagos al
tejido adiposo y secrecion alterada de adipocinas [43].

En relacion a la metainflamacion se ha descrito que la expansion del tejido
adiposo no solo aumenta el grado de infiltracion de macrofagos del tejido
adiposo, sino que ademas provoca un cambio de polarizacion de los macréfagos
que pasan de ser tipo M2, con un perfil secretor anti-inflamatorio, a tipo M1, con
un perfil secretor proinflamatorio [44]. Se ha sugerido que los macrofagos M1
promueven la resistencia a insulina y los macréfagos M2 evitan la resistencia a
insulina a través de la supresion de la inflamacion, ademas de favorecer
actividades homeostéaticas como la remodelacion del tejido adiposo y la
eliminacion de células apoptdticas, previniendo la hipoxia y la necrosis celular (Fig.
4) [45].
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En estado magro, los macréfagos residentes son polarizados en un estado M2, el
cual se caracteriza por expresar F4/80, CD301, IL-10 y arginasa, esta
combinacion preserva las funciones normales del tejido, promoviendo la
reparacion del tejido y la angiogénesis. Mientras que los macréfagos estimulados
por IFNy secretado por células Th1, expresan un repertorio proinflamatorio, el cual
incluye, CD11c. TNF, IL-6, INOS, especies reactivas de oxigeno (ROS) e

intermediarios de nitrégeno[21].
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Figura 4. Modulacion fenotipica del tejido adiposo [45].

1.8 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta normal a una perturbacion en la homeostasis
causada por una infeccion o una herida. El sistema inmune es activado para
neutralizar la invasion de patégenos, remover el tejido dafado y promover la
reparacion tisular [46].

La inflamacion que resulta de un trauma, lesion por isquemia y reperfusion se ha
denominado inflamacion estéril. Similar a la inducida por microorganismos, la
inflamacion estéril se caracteriza por el reclutamiento de neutrdfilos y macréfagos

y la produccion de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas.
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La inflamacion puede ser aguda, por ejemplo en respuesta a dano tisular o puede
ser cronica, provocando consecuencias patolégicas. La inflamacion aguda en
respuesta a una herida que destruye el parénquima y afecta a los vasos
sanguineos, activa el sistema de coagulacion, el cual comienza a promover la
permeabilidad vascular, la adhesion y reclutamiento de leucocitos. La activacion
de las plaguetas también produce factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante B (TGF- B) y el factor de crecimiento derivado de
plaguetas(PDGF), el cual activa a fibroblastos y actia como atrayente para
leucocitos. La infiltracion de leucocitos, primero neutrdfilos y después
macrofagos, permite la eliminacion de células muertas y residuos. Estas células
secretan quimiocinas y citocinas como TNFa e IL-1, que regula positivamente la
expresion de moléculas de adhesion para aumentar el reclutamiento de células
del sistema inmune e induce la produccion de factores de crecimiento y proteasas
por los macréfagos. La liberacion de proteasas incluyendo metaloproteasas
permite la degradacion de matriz extracelular y permite la remodelacion del tejido.
La remodelacion del tejido es acompanada por la regeneracion del parénquima y
de la capa epitelial con la resolucion del proceso de curacion. La inflamacion
cronica, que ocurre cuando un agente no es eliminado o contenido
adecuadamente, generalmente es perjudicial para el organismo ya que la
produccion sostenida de especies reactivas de oxigeno (ROS), proteasas y
factores de crecimiento resultan en la destruccion de tejido, proliferacion de

fibroblastos, acumulacion aberrante de colageno vy fibrosis [47].

1.8.1 Receptores de reconocimiento de patrones

Existen varias clases de receptores que son importantes para detectar la
presencia de microorganismos y el dano tisular. Estos receptores han sido
denominado receptores de reconocimiento de patrones. Estos receptores
reconocen estructuras conservadas de especies microbianas, la cuales son
llamadas patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs), y también
moléculas enddgenas liberadas de células danadas, conocidos como patrones

moleculares asociados a dano (DAMPs). Hasta ahora se ha identificado 5 clases
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de receptores. Estas familias incluyen receptores transmembranales como los
receptores tipo toll (TLRs) o los receptores leptina tipo C (CLRs); receptores
citosolicos: como los receptores tipo RIG (RLRs), los receptores ausentes de
melanoma-2 (AIM2) y receptores tipo NOD (NLRs) [48]. Después de reconocer
algun PAMP o DAMP, estos receptores activan vias de senalizacion como la del
factor nuclear-kB (NF-xB), la de las MAP cinasa (MAPK) y la via del interferén |.
Los cuales resultan en la regulacion positiva de citocinas pro-inflamatorias y

quimiocinas iniciando asi el proceso inflamatorio [49].

1.8.1.1 NLRs

La familia NLR NACHT tiene tres subfamilias : la subfamilia de los receptores NOD
(NOD1-2, NOD3/ NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), la subfamilia de
IPAF (NLRC4) y NAIP y la sufamilia de los NLRPs (NLRP1-14, también conocidos
NALPs) (Fig. 5) [50].

Los receptores tipo NOD son proteinas que se caracterizan por presentar una
arquitectura tripartita. Estos contienen un dominio central de acoplamiento
nucleotidico muy conservado llamado NACTH, el cual es esencial para la
oligomerizacion de la molécula, seguido de un dominio C-terminal que incluye
varias repeticiones ricas en leucina (LRR), el cual tiene como funcion el
reconocimiento del ligando. El tercer dominio, N- terminal, es variable, pueden
presentar un dominio CARD (reclutamiento de caspasa) o un dominio PYD

(dominio de pirina) [51].

24



(NPT O - 0> —— ) 1429
NALPZ - [ — - 00— 1062 CARONAL
NALPS ([ —— - - 0000000000—— 1034 (1036)

NALP: - (- - 00000000000——— 994
NALPS (- G- 0000000000000——— 1200
NALPE [ —Em- - 00000—— 896

NALP7 [ 0000000000———— 980
NALPE ([0 — - G- 0000000000—— 1029
NALPY (- - 000000000000—— 986
NALP10 - - 655

NALP11 (- - 0000000000000 — 1033
NALP12 [ — - - 00000000000—— 1061
NALP13 ([ G- - (0000000000—— 1043
NALP14 ([0 —E- € ——00000000000000— 993

o[NoD1 I —aEE- D — 000000 953
2| o2 - ST € 0I00— 1040

(IPAe - 0000000000000- 953
nap  —@—@—@ I 000000000000— 1403

<
5[ cama  —O—ammmmmm——— 00 1257

NALP

IPAF

APAF-1 E— —

kjpvo OnacHT ENaD OWRR OAND OcArRD CAD EBR TIWD-40 DNB-AHCI

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura basica de los NLRs.

PYD= Dominio de pirina; NACHT= Dominio de acoplamiento nucleotidico; NAD= Dominio
asociado a NACHT; LRR= Dominio rico en repeticiones de leucina; FIIND= Dominio funcién por
encontrar; CARD= Dominio de reclutamiento de caspasa; AD= Dominio de activacion; BIR=
Repeticion IAP del baculovirus WD-40= Repeticion de la region WD-40 NB-ARC= Dominio de
uniéon a nucledtidos APAF-1, productos del gen Ry CED[52].

1.8.1.1.1 Inflamasoma

La funcion mas importante de los NLRs es la produccion de citocinas pro-
inflamatorias IL-1p IL-18 a traves de la formacion de plataformas conocidas como
inflamasomas [53]. Los NLRs detectan motivos intracelulares para identificar
PAMPs o DAMPs en el citosol. Se considera que el dominio LRR detecta los
PAMPs o DAMPs por un mecanismo poco comprendido, pero hasta ahora no
existe evidencia que indique que este dominio se una directamente al ligando.
Después de este evento los NLRs se oligomerizan a través de sus dominios
NACHT, esta oligomerizacion facilita el reclutamiento de pro-caspasa-1 a través
de interacciones directas entre los dominios CARDs de los NLRs y pro-caspasa-

1. Existen NLRs que carecen de dominios CARDs pero tienen dominios PYD, que
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requieren de proteinas adaptadoras como ASC para interactuar con pro-caspasa-
1. El dominio PYD de ASC interactuan con el PYD del NLR, mientras que el
dominio CARD de ASC recluta a pro-caspasa-1[54]. Una vez que pro-caspasa-1
es reclutada se forma un complejo multiproteico de aproximadamente 700 KDa,
conocido como el inflamasoma [53].

La proximidad entre las unidades de pro-caspasa-1 induce su autoprotedlisis.
Inicialmente pro-caspasa-1 esta conformada por la subunidad p35 y el fragmento
p10. Subsecuentemente, el fragmento p35 se procesa por un corte proteolitico y
genera la subunidad p20; dos moléculas p20 se heterodimerizan con dos
moléculas p10, formando asi la molécula de caspasa-1 enzimaticamente activa.
Los principales sustratos de caspasa-1 son las citocinas pro-inflamatorias IL-1B e
IL-18, las cuales en sus formas maduras, median respuestas como la
angiogeénesis, el reclutamiento de neutrdfilos para eliminar los desechos celulares
e inducen la produccion de citocinas en diferentes células del sistema inmune
innato y adaptativo [55] . En los basdfilos, IL-18 induce la produccion de IL-4 e IL-
13 cuando se combina con un segundo estimulo como IL-3; En los mastocitos IL-
1 e IL-18 regulan positivamente la secrecion de IL-3, IL-5, IL-6 y TNF, solo en
presencia de una senal adicional como IgE o IL-3; En las natural killer (NK) IL-18
aumenta la produccion de IL-4,IL-5,IL-13, GM-CSF y TNF [56].

Diferentes estudios revelaron que la activacion de los inflamasomas, sintesis,
procesamiento, liberacion y maduracion de las citocinas IL-1p e IL-18 en
macrofagos ex vivo se observd que se requieren de dos estimulos: un estimulo
inicial (priming) que induce la transcripcion y sintesis de citocinas inmaduras y un

segundo estimulo que activa al inflamasoma [57].

Aunque la inflamacion es un proceso agudo que, como ya se menciond, permite
contender con agentes patdégenos y la reparacion del tejido en situaciones
traumaticas, recientemente también se ha encontrado que la inflamacion se
puede activar en un contexto metabdlico alterado. La naturaleza de las senales
que activan al inflamasoma en el contexto metabdlico no se han descrito
completamente, sin embargo, varias senales de estrés han sido implicadas en la

activacion del inflamasoma, incluyendo niveles elevados de glucosa [58], el
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exceso de lipidos como el palmitato [59] y la ceramida [60], cristales de colesterol
[61], polipétido amiloide insular (IAPP) [62], ATP [63] y especies reactivas de
oxigeno (Fig. 6) [58]. Asi, se ha aceptado que la inflamacion es un factor
importante en distintas enfermedades aparentemente no relacionadas, como
gota, obesidad, diabetes tipo 2, aterosclerosis, cancer y la enfermedad de
Alzheimer, entre otras. Dado que el inflamasoma de NALP3 se activa en estas

patologias se le ha postulado como un sensor de estrés metabdlico.
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Figura 6. Modelo de activacion del inflamasoma NALP3 [57].

1.8.2 Papel patogénico de IL-1 B e IL-18 durante el desarrollo de
obesidad y diabetes

Evidencia clinica y experimental han relacionado a citocinas como IL-1 B e IL-18
con el desarrollo de patologias y complicaciones metabdlicas [64, 65].

Las acciones proinflamatorias de IL-1 B se relacionan con el desarrollo de la
diabetes tipo 1y tipo 2. Mientras que IL-1 B tiene un efecto toxico en las células

pancreaticas en el proceso de diabetes autoinmune, también esta involucrada en
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el deterioro relacionado con la glucotoxicidad de la diabetes tipo 2 [66]. Estos dos
procesos provocan la deficiencia en la produccion de la insulina.

Por otra parte se ha demostrado que en individuos obesos hay un incremento en
la expresion de IL-18 en tejido adiposo y se reportd que la secrecion en
adipocitos es tres veces mayor comparado con los controles [67].
Paraddjicamente, ratones genéticamente modificados deficientes de IL-18,
desarrollan hiperfagia, obesidad y resistencia a insulina, los cuales pueden ser
revertidos mediante la administracion de IL-18 recombinante [65]. Sin embargo
los mecanismos moleculares que controlan la produccion de IL-1 B e IL-18
durante el desarrollo de la obesidad y la resistencia a insulina no se conocen

detalladamente.

1.8.3 NALP 1

Ademas del inflamasoma NALPS3, otro receptor que ha sido estudiado es NALP1,
el cual fue el primer inflamasoma en ser descrito [53] y estudios relacionados con
este receptor son antecedentes para este proyecto.

NALP1 no ha sido investigado en el contexto metabdlico, se ha descrito que
polimorfismos en este receptor estan asociados con enfermedades como
Addison, vitiligo, vitiligo asociado a diabetes tipo |, artritis reumatoide y la
enfermedad de Alzheimer [68-70]. Se ha propuesto que reconoce muramil
dipeptido y fragmentos de peptidoglicano bacteriano, aunque no existe evidencia
que se unan directamente [71].

La estructura de la proteina NALP1 humana, contiene un dominio carboxilo
terminal CARD y un dominio amino-terminal PYD, un dominio central NACHT,
LRR y FIND (function-to-find) [72]. Recientemente se demostré que existe
similitud entre el dominio FIIND y el dominio ZU5-UPA encontrado en proteinas
autoproteoliticas PIDD (proteina con dominio de muerte) [73]. NALP1 difiere de
las demas proteinas NLR por que tiene dos dominios de transduccion de senales,
un dominio de PYD y CARD. Se ha analizado que NALP1 humano se expresa en
granulocitos, monocitos, células dendriticas, células B , células T, en neuronas y

epitelio glandular como: estdmago, intestino, pulmon, testiculos [74].
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A diferencia del gen NALP1 humano, el gen murino tiene tres genes ortdlogos
(NALP1 a, by ¢) que son altamente polimorficos entre las cepas de los ratones.
Existen 5 alelos especificos para cada cepa murina del gen NALP1b y estas
variaciones genéticas han permitido identificar a NALP1b como un detector de
toxina letal del antrax.

La variacion del locus entre las cepas de los ratones ha sido adjudicado a la
suceptiblidad de toxina letal de bacillus antracis, los macréfagos suceptibles y no
los suceptibles, dependiendo de determinada cepa, pueden activar caspasa-1
después de la exposicion a la toxina. Mediante una aproximacion genética se
determiné por que los macrdfagos de distintas cepas mueren rapidamente
mientras que otras no. Se detectdé que los macrdfagos que morian expresaban
los alelos susceptibles 1 0 5y presentaban un tipo de muerte celular dependiente
de caspasa-1 conocida como piroptosis; Mientras que los macrofagos que
sobrevivian expresaban los alelos 2, 3 0 4.

Las cepas como balb/c o 129Sv con macrdfagos susceptibles a la toxina del
antrax acarrean el alelo 1 de NALP1b, el cual codifica una proteina de 1,233
aminoacidos. Mientras que las cepas con macréfagos resistentes poseen alelos
2, 3 0 4. Solo la cepa CAST/EiJ es susceptible a la toxina y no acarrea el alelo 1,
en lugar de este posee el alelo 5. (Fig. 7) La expresion del alelo NALP1b1
funcional en los macrofagos induce la susceptibilidad a las toxina letal del antrax,
esto se basa en las siguientes observaciones: La susceptibilidad es dominante en
los ratones F1 que acarrean el alelo 1. Los alelos resistentes Nalpib son
relativamente polimorficos con respecto a los alelos susceptibles. El alelo 4
codifica presumiblemente una proteinas truncada, por lo tanto, la expresion de un
alelo Nalp1b1 en macrdfagos resistentes debe hacerlos susceptibles [75].

A pesar de que existen pocos estudios sobre las diferencias entre los alelos de
NALP1b, se han confirmado en lineas celulares como fibroblastos que el alelo 1
NALP1 se activa por la toxina letal del antrax pero no el alelo 3, por lo cual existe
una diferencia funcional entre proteinas [72]. Por otra parte se ha identificado que
NALP1b1 se activa mediante una escision en el dominio FIIND en un motivo
conservado SF/S generando dos fragmentos que permanecen asociados,

facilitando el reclutamiento de pro-caspasa-1 [76].

29



Duplicate exons

NBD/NACHT LRR 129S1/SvimJ, BALB/cJ, C3H/HeJ, CBA/J,

FVB/NJ, NON/LtJ, NZO/HILtJ, SWR/J
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Figura 7. Alelos de NALP1b [75].
NALP1b tiene 5 alelos altamente polimorficos. Los dvalos representan los exones. Las areas
azules representan los marcos abiertos de lectura. El circulo verde: coddn de inicio. El circulo rojo:
coddn de paro. Las areas grises las regiones sin transcribir. Las areas blancas representan los
polimorfismos con respecto al alelo 1. Las cepas susceptibles a la toxina letal de antrax estan
representadas con rojo. Las cepas resistentes a la toxina letal de antrax estan representadas con

azul[75].
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2 ANTECENDENTES

La obesidad es un problema de salud publica mundial; mas de la mitad (50.3%)
de poblacion adulta registrada en el reporte de salud realizado por la OECD,
indica que padecen de sobrepeso u obesidad. En particular en nuestro pais la
situacion es alarmante, pues mas del 69% de mexicanos adultos tiene exceso de
peso corporal[17]. La obesidad resulta del desbalance entre el consumo y gasto
de energia. Las alteraciones metabdlicas presentes en varios 6rganos (pancreas,
tejido adiposo, higado, musculo cardiaco y tejido muscular) de individuos obesos

resulta en el desarrollo de diabetes[1].

Recientemente se ha demostrado que la inflamacion crénica (metainflamacion) es
crucial en la patogénesis de la obesidad. La inflamacion es promovida por la
expansion patoldgica del tejido adiposo [23]. Este crecimiento induce una alta
infiltracion de macrdéfagos [22], los cuales secretan citocinas inflamatorias como
IL-1 B and IL-18 que contribuyen a la resistencia insulina y desarrollo de diabetes.
El procesamiento de las citocinas de la familia IL-1 como IL-1 B e IL-18, es
mediada por la cisteina proteasa caspasa-1, la cual es activada por el complejo
multiprotéico conocido como inflamasoma [77].

Diversos estudios demuestran que los ratones deficientes en componentes del
inflamasoma como NIrp3™~, ASC™", y Casp1™ tienen un menor desarrollo de
ganancia de peso, hipertrofia de adipocitos, hiperinsulinemia e
hiperresistinemia[78]. Los ratones Casp1-/- tienen una mayor sensibilidad a
insulina, ademas tienen un menor flujo de macréfagos en el tejido adiposo cuando
son alimentados con una dieta alta en grasa que los animales silvestres. En
cambio los ratones deficientes para ASC o NIrp3 presentan menores niveles de
hepatoesteatosis[B0].

Estos datos concuerdan con el hecho de que distintos estudios demuestran que
acidos grasos provocan las activacion del inflamasoma NALP3 vy liberacion de IL-

1 B. En macréfagos el palmitato activa a NALP3 a través de un mecanismo que

31



involucra una autofagia deficiente y la acumulacion mitocondrial de especies
reactivas de oxigeno[59]. Otro lipido que es detectado directamente por el
inflamasoma NALP3 en macrdfagos, es la ceramida, la cual induce inflamacion
durante la obesidad [79]. Lo anterior esta en total concordancia con el hecho de
que el desarrollo de la resistencia a insulina y la diabetes tipo Il se ha asociado al
incremento de lipidos inducido por exceso de nutrientes.

De acuerdo con esta idea, se ha observado que animales carentes del
inflamasoma de NALP3 son mas resistentes a desarrollar alteraciones en el
metabolismo de glucosa inducidas por la obesidad, lo que correlaciona con una

disminucion en la activacion de caspasa-1 en el tejido adiposo.

Se ha demostrado un papel especifico de NALP3 en el dafo al pancreas inducido
por la obesidad cronica. El knockout para NALP3 favorece la senalizacion de
insulina en ratones que son mantenidos en una dieta alta en grasa durante 3, 6 y
9 meses de edad. Los ratones NALPS3 -/- obesos de 9 meses de edad presentan
significativamente menores valores de glucosa en sangre en respuesta a una
prueba de tolerancia de glucosal[60]. Sin embargo, la ausencia de NALP3 reduce
pero no elimina la activacion de caspasa-1 en tejido adiposo visceral e higado, lo
cual sugiere que otros inflamasomas podrian contribuir a la patofisiologia de la
obesidad [60]. Ademas estudios recientes han comprobado que el desarrollo de
obesidad induce un aumento en la expresion de otros inflamasomas como
NALP4 y NALP1 en tejido adiposo [80].

Por otra parte se ha observado que distintas cepas de ratones muestran
diferencias en la suceptibilidad a desarrollar alteraciones en el metabolismo de
glucosa inducidas por la obesidad [81, 82]. Esto correlaciona con la expresion de
distintos alelos del gen nalp1b, por ejemplo los ratones de la cepas C57BL/6 que
expresan el alelo NALP1b2, son susceptibles a desarrollar tolerancia a la glucosa
y resitencia a la insulina en respuesta a una dieta hipercaldrica, en cambio los
animales de la cepa Balb/c, 129sv, C3H que expresan el alelo NALP1b1 son
resitentes a desarrollar diabetes [83]. NALP1 fue el primer inflamasoma en ser

descrito y se ha reportado que polimorfismos en este receptor estan asociados
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con enfermedades como Addison vy vitiligo [84]. Sin embargo su papel en la
inflamacion en el contexto metabdlico no se ha estudiado. Por tanto planteamos
que el infamasoma de NALP1b1 podria modular negativamente el proceso de

inflamacion inducido por la obesidad.
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3 HIPOTESIS

La proteina NALP1b1 regula negativamente el proceso inflamatorio inducido por

la obesidad.

4 OBJETIVOS

General

Demostrar que NALP1b1 regula negativamente el proceso inflamatorio inducido

por la obesidad.

Particulares

» Evaluar el efecto del alelo NALP1b1 en el desarrollo de la obesidad
inducida por una dieta alta en grasa.

» Determinar si NALP1b1 regula las alteraciones en el metabolismo de la
glucosa (tolerancia a la glucosa y resistencia a insulina) resultantes de la
obesidad.

» Determinar si NALP1b1 regula el proceso inflamatorio inducido por la

obesidad.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J y ratones C57BL/6J transgénicos los
cuales expresaban el alelo NALP1b1. Los ratones transgénicos fueron donados
por el Dr. Cory Teuscher de Inmunobiology Division, Departamento de Medicina,
Universidad de Vermont. Estos ratones transgénicos fueron generados
inyectando un BAC derivado de la cepa 129 S1/SvIMJ (CT7-336A14) en oocitos
fecundados de la cruza F2 C57BL/6J X SJL.[75]

5.2 Genotipificacion

5.2.1 Extraccion de DNA gendémico

El DNA se obtuvo de biopsias de la cola de los ratones. Para la extraccion de
DNA se utiliz6 el kit Stratagene # 200600-14. A las muestras se les adiciono 500
UL de dodecilsulfato de sodio 1-5 % y 0.8 mg/mL de proteinasa K para
posteriormente incubarlos a 56°C en bano maria toda la noche. Las muestras se
mantuvieron en hielo durante 5 min. Posteriormente se les adiciond cloruro de
sodio 3.6 M, se mezclaron por inversion y se mantuvieron 15 min en hielo. Se
centrifugaron 30 min a 13,000 rpm, se transfirid el sobrenadante a otro tubo, se
adicionaron 20 pg/mL de RNAsa y se incubaron 30 min a 37°C. El volumen se
ajustdé a 1.5 mL con etanol 100% y se mezclaron por inversion. Después se
incubaron 30 min a -20°C. Las muestras se centrifugaron 30 min a 13,000 rpm,
se descartd el sobrenadante y se adiciond 200 pL de etanol 70%. Se
centrifugaron 2 min a 13,000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron en TE 10:1 pH 8 (Tris 10mM, EDTA 1mM). Finalmente se
cuantificd la concentracion de DNA (ug/mL) utilizando un espectofotometro

NanoDrop.
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5.2.2 Reaccién de PCR

La reaccion de PCR se realizd en un termociclador Veriti® (Life technologies) y se
utilizé una mezcla de reaccion de 20 pL que contenia amortiguador de PCR (KCl
500mM, Tris-HCI pH 8.3 100mM, gelatina 10 pg/ml, 1% Tritdn, 1.5 mg/mL BSA),
Cloruro de Magnesio 30 mM, dNTPs 10mM, Oligonucleotido 5 0.625 pmol,
Oligonucleotido 3’ 0.625 pmol, 2.5 U amplificasa ® y 100 ng DNA.

Las secuencias de los oligonucledtidos para amplificar NALP1b fueron utilizados
son las siguientes:

Oligonucleotido F: 5-CACACCTACAGAAAAACAAGATGATG-3

Oligonucleotido R: 5-CATTTCAGTAAATTCATCTTAGACCAC-3

El programa utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C de un min,
alineamiento a 56 °C por un min y extension a 72°C por un min y un paso de

extension final a 72°C por 10 min.

5.2.3 Electroforesis de DNA en gel de Poliacrilamida 10%

El DNA se separo un geles de acrilamida al 10% utilizando TAE (Tris acetato
40mM, 2mM EDTA), a las muestras se les agregd 3 pL de buffer de carga 6X
(glicerol 30%, azul bromofenol 0.25%, azul de xilencianol 0.25%). Se cargaron 8
uL de muestra en cada pozo y se corrieron a 90 volts por aproximadamente 75
min. En las reacciones de PCR utilizando el DNA de los animales transgénicos
positivos se obtiene una banda de aproximadamente 150 pb, la cual es producto
de la amplificacion del promotor de NALP1b del transgen proveniente de la cepa

129 sv.
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5.3 Condiciones de alimentacion: tiempo vy tipo de dieta

Se formaron 8 grupos de 6 ratones machos C57/BI6. Cuatro de estos grupos
estuvieron formados por ratones silvestres y cuatro por ratones transgénicos. Dos
grupos de animales silvestres y dos de animales transgénicos se alimentaron con
una dieta normal (2018SX; Harlan Teklad Global) y los otros dos grupos de
ratones silvestres y de ratones transgénicos con un dieta alta en grasa (D12492;
Research diets, tabla I) durante 3 o 6 meses, (fig. 8). Se registrd el consumo de
comida y el peso de los animales de los distintos grupos durante 12 o 24,

semanas.

Tabla | Aporte caldrico de las dietas

Dieta Normal Alta en grasa
% Kcal %Kcal

Proteina 24 20

Carbohidratos 58 20

Grasa 18 60

[ Genotipificacion ]

v ¥

[ NALPIbl + ] [ NALPIbI - ]

[
¥ ¥

[ Dieta normal ] 12 [ Dieta alta en grasa ] 12
¥ v ¥ ) W
[ 3 meses ] [ 6 meses ] [ 3 meses ] 6 meses ]
6 6 6 6

Figura 8. Diseno experimental de las condiciones para cada grupo.

37



5.4 Prueba de resistencia a insulina

A los ratones con 6 meses de dieta normal o alta en grasa se les realizé la prueba
de resistencia a insulina. Cuatro horas antes de la prueba se retiro el alimentoy 10
min previos a la prueba los animales se mantuvieron bajo una lampara para
favorecer la vasodilatacion. A cada raton se le administré 2 mU de insulina
Humulin-R ® por g de peso por via intraperitoneal. A los 0, 15, 30, 60 y 120 min,
después de la inyeccion se mididé la concentracion de glucosa en sangre

utilizando un glucometro Accu-Chek Active®.

5.5 Prueba de tolerancia a glucosa

A los ratones con 3 y 6 meses de dieta normal o alta en grasa se les realiz6 la
prueba de tolerancia a glucosa. Antes de la prueba se les restringi¢ el alimento
durante 4 hrs. Se mantuvieron 10 min previos a la prueba bajo una lampara para
favorecer la vasodilatacion. A cada ratéon se le administré 1.8 mg de D-glucosa
por g de peso por via intraperitoneal. Se midié la concentracion de glucosa de
sangre obtenida de la cola a los 0, 15, 30, 60 y 120 min, después de la inyeccion

utilizando un glucometro Accu-Chek Active®.

5.6 Sacrificio de los ratones

Al concluir el termind de la dieta y la pruebas respectivas se sacrificaron a los
ratones a las 9:00 a.m. Para los experimentos donde se evaluo la activacion de la
via de senalizacion de insulina se inyectaron intraperitonealmente 2 ratones de
cada grupo experimental con 2mU de insulina Humulin-R ® por g de peso. Los
animales se sacrificaron a los 5 minutos por dislocacion cervical después de la
inyeccion. Se obtuvieron muestras de sangre mediante puncion cardiaca, la
sangre fue colocada en tubos eppendorf. Después se realizd la diseccion de los
siguientes 6rganos: tejido adiposo, higado, musculo y pancreas. Se fijo el tejido
adiposo (mesentérico), higado y pancreas en paraformaldehido al 4%. Parte del

tejido adiposo (mesentérico), higado y el musculo se ultracongelé a -70°C.
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5.6.1 Obtenciéon de suero

Las muestras de sangre obtenidas por puncion cardiaca se mantuvieron a
temperatura ambiente aproximadamente dos horas para favorecer la formacion
de coagulo. Se centrifugaron a 1,200 rpm durante 10 min, se colectd el

sobrenadante (suero) y se conservaron a -20°C.

5.7 Extractos Proteicos

Se descongel6 el tejido hepatico y se agregd a las muestras entre 400-600 pL del
buffer de lisis (Tris 20 mM pH7.4, NaCl 137 mM, 25 mM B—glicerolfosfato pH 7.4,
2mM PPiNa, 2 mM EDTA pH 7.4, Triton X-100 1%, Glicerol 10%) suplementado
con inhibidores proteasas y fosfatasas (Aproptinina 10 pg/mL, Pestatina 10
ug/mL, Leupeptina 10 pg/mL, Antipirina 10  ug/mL, Na3vVO4 200 mM, DTT
0.1mM, PMSF 1mM). El tejido se sonicd entre 10-20 min. tiempo en el que el
tejido se homogeniza completamente, el homogenizado se incubd en hielo
durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 14,500 rpm a 4°C, se
recuperaron los sobrenadantes y se conservaron a -70°C.

El tejido adiposo congelado se colocd en un mortero con nitrégeno liquido y se
macerd. Los macerados se colectaron en tubos eppendorf y se les agregd entre
400-600 de buffer de lisis (Aproptinina 10 pg/mL, Pestatina 10 ug/mL, Leupeptina
10 pg/mL, Antipirina 10 pug/mL, Na3VO4 200 mM, DTT 0.1mM, PMSF 1mM). Las
muestras se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron a 14,500 rpm a 4°C, se

recupero la fase acuosa y se ultracongel6 a -70°C.

5.8 Inmunoblott

Las proteinas de los extractos totales se cuantificaron mediante la técnica de
Bradford. 40 mg de proteina se resolvieron en geles de acrilamida al 10% en
buffer de corrida (Tris 25mM, glicina 200mM, SDS) a 40mA por 1 hr. La proteinas
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (0.20um), a 100 Volts durante 90

minutos en buffer de transferencia (Tris 256mM, glicina 200mM y metanol 20%).
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Se analizd la calidad de la transferencia tiiendo la membrana con rojo de
ponceau y se lavo con agua destilada. La membrana se bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente con leche descremada al 5% disuelta en TBS-T (Tris 20mM
pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween 0.05%). Se incubaron las membranas durante toda
la noche a 4°C con anticuerpo primario disuelto en leche o en albumina sérica
bovina al 5 %. Se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-T. Se incubd el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidada durante una hora a temperatura
ambiente en leche al 5 % en TBS-T o BSA al 5 % en TBS-T. Se realizaron 3
lavados de 5 min con TBS-T. Los complejos inmunes se revelaron mediante
quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos
utilizados anti-AKT fosforilado (ser 473;9271) y anti-AKT (no. 9272) se obtuvieron
de Cell Signaling; el anticuerpo anti-caspasa-1 (sc-514) y anti-IL-1 B (sc-1251) se
obtuvieron de Santa cruz Biotchnology; el anticuerpo anti-Tubulin (9026) fue de

Sigma.

5.9 ELISA

Se realizd un ensayo inmunoenzimatico utilizando el Kit 900-K47 de Peprotech. A
cada pozo de una placa para ELISA se agregaron 100 pyL de anticuerpo de
captura (anti-IL-1 B, 2 ug/mL) y se incubo toda la noche a temperatura ambiente.
Se aspiraron los pozos para remover el liquido y se adiciond 300 uL del buffer de
lavado (PBS - tween 0.05%) en cada pozo, se invirtié la placa sobre una toalla de
papel para quitar el buffer residual, estos lavados se realizaron 4 veces.

Se adicion6é 300 uL de buffer de bloqueo (PBS- BSA 1%) a cada pozo y se
incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Se aspiraron los pozos y se
lavaron 4 veces con buffer de lavado.

Se realizd una curva estandar de 31.25 pg/mL a 4000 pg/mL , partiendo de una
concentracion de 4ng/mL, la cual se diluyo de forma serial siete veces. Se
agregaron 100 pL de las muestras estandar o de los sueros murinos y la placa se
incubd durante 2 horas.

Se aspiraron las muestras y los pozos se lavaron 4 veces, después de los cual se

cargaron 100 pL del anticuerpo de deteccion acoplado a biotina (0.5 ug/mL) y se
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incubd durante 2 horas. Los pozo se lavaron cuatro veces como se describid
arriba.

Se anadieron 100 pL del conjugado de avidina-HRP 1:2000 y se incubo 30
minutos. Al cabo de este tiempo los pozos se lavaron cuatro veces y se
adicionaron 100 pL del substrato ABTS en cada pozo. Se incubd a temperatura
ambiente y se determin® en un espectrofotometro (Molecular Devices Emax

Microplate Reader) la densidad dptica a 450 nm.

5.10 Niveles de insulina y lipidos en suero

Las muestras de suero se analizaron en Laboratorios Guillen® Cuernavaca,

Morelos.

5.10.1 Ensayo de quimioluminiscencia

Los niveles de insulina se midieron mediante un ensayo inmunométrico utilizando
unidades de analisis recubiertas con anticuerpos murinos anti-insulina acoplados
con fosfatasa alcalina. Los valores de insulina fueron registrados en un sistema
de inmunoensayo IMMULITE/IMMULITE 1000.

5.10.2 Perfil lipidico

Los niveles de triglicéridos y colesterol se midieron a través de la formacion del
colorante quinoneimia y de LDL a través de la formacion de un colorante quinona,
los valores se registraron mediante un analizador de quimicos automatizado
COBAS Mira de Roche diagnostics a 520 nm (triglicéridos), 505 nm (colesterol) y
600 nm (LDL).
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5.11 Calculo del area bajo la curva (ABC)

5.11.1 ABC - Tolerancia a glucosa

El area bajo la curva para la prueba de tolerancia a glucosa se calculd por raton

con la siguiente férmula:

x—1

Glur, — Glu
z ((Tn+1 - Tn)X <| m Tn+1| + mil’l(GluTn, GluTn+1) - Glu'['()))

2

n=1

Donde Glu es la concentracion de glucosa, T es el tiempo, n tiempo en que se
registro los niveles de glucosa, x es el total de tiempos de registros vy
min(Glu;,, Gluy,.,) es la concentracion de glucosa mas baja entre dos tiempos

consecutivos.

5.11.2 ABC - Resistencia a insulina

El area bajo la curva para la prueba de resistencia a insulina se calculé por raton
considerando el decremento de la glucosa entre el tiempo T,y T,s, utilizando los
valores absolutos de glucosa. El calculo es el area inversa de la curva (AUCI)

debajo de los valores basales. La formula es la siguiente:

x—1
Glur, — Glu
z (Ter — Tn)x<| m > ot + Glupy — max(Glury, GluTn+1))

n=1

Donde Glu es la concentracion de glucosa, T es el tiempo, n tiempo en que se
registro los niveles de glucosa, x es el total de tiempos de registros vy
max(Glcy,Glcr,,;) es la concentracion de glucosa mas alta entre dos tiempos

consecutivos. [85]

42



5.12 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como el promedio + error estandar de la media. Los
datos fueron sometidos a pruebas de T de Student utilizando el programa Prism
5, se determind que las diferencias entre los datos comparados son significativas

cuando muestran una p de <0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 Induccidén de obesidad por una DAG

Como ya se menciond anteriormente, la inflamacion iniciada por la activacion del
inflamasoma en respuesta a alteraciones metabdlicos juega un papel importante
en el desarrollo de enfermedades asociadas al sindrome metabdlico como la
obesidad, diabetes [78] y aterosclerosis [86]. Se ha observado que animales
carentes del inflamasoma de NALP3 son mas resistentes a desarrollar
alteraciones en el metabolismo de glucosa inducida por obesidad, lo que
correlaciona con una disminucion en la activacion de caspasa-1 en el tejido
adiposo. Aunque reducida, estos animales aun presentan activacion de
caspasa-1 en tejidos afectados por alteraciones metabdlicas [60]. Estas
evidencias sugieren la participacion de otros inflamasomas ademas de NALP3,
durante el desarrollo de obesidad y diabetes.

Por otra parte, la expresion de distintos alelos del gen nalp1b correlaciona con la
predisposicion a desarrollar diabetes en respuesta a una dieta hipercaldrica. Se ha
documentado que los ratones C57BL/6 que expresan el alelo NALP1b2, son
vulnerables a desarrollar diabetes en respuesta a una DAG, en cambio los
animales de la cepa Balb/c, que expresan el alelo NALP1b1 son resitentes a
presentar diabetes [82].

Para probar si el alelo Nalp1b1 modula la respuesta inflamatoria inducida por
obesidad, sometimos ratones machos C57B6/J silvestres y transgénicos que
expresan NALP1b1 a una dieta alta en grasa (DAG) durante 3 meses. Los ratones
destinados como grupos control, a los cuales se les administré una DN, no
presentaron una diferencia en relacion al peso registrado al inicio del experimento
(2 meses de edad). Los ratones con DN silvestres pesaron en promedio 21.22 +
0.63 y el grupo de ratones transgénicos pesaron 21.23 + 1.34. De igual forma, a
los 5 meses de edad no se determino una diferencia en cuanto a la ganancia de

peso comparando los genotipos.
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En cambio los grupos destinados para la administracion de una DAG durante 3
meses, presentaron una diferencia en relacion al peso a los 2 meses de edad. Los
ratones silvestres (21.10 + 0.52) pesaban menos que los ratones transgénicos
(23.05 + 0.62) (P<0.05). Sin embargo la diferencia del peso a los 3 meses de
consumir una DAG entre ratones silvestres (22.37 + 2.99) y transgénicos (26.13 =
0.62) no fue significativa, por lo tanto se descartd la posibilidad de que la
diferencia en los pesos antes de la administracion de la dieta, influyera en la
comparacion de los parametros que indican alteraciones en la homeostasis de la
glucosa.

Los animales alimentados con DAG tuvieron mayor ganancia de peso (Fig.9A)
que los ratones silvestres y transgénicos (n=6) alimentados con una dieta normal
(DN), esta diferencia de peso fue significativa desde la primera semana. Lo que
correlaciond con que los animales alimentados con la DAG consumieron un
numero mayor de calorias por dia que los alimentados con la DN (Fig.9B), a pesar
de que consumen un cantidad menor de alimento que los animales alimentados
con la DN (Fig.9C)

A los 6 meses de ser alimentados con la DAG tanto los ratones silvestres y
transgénicos tuvieron una mayor ganancia de peso que los ratones silvestres y
transgénicos alimentados con la DN (Fig.9D) . Esta diferencia fue estadisticamente
significativa desde la quinta semana. De igual manera los animales alimentados
con la DAG durante 6 meses consumieron menos comida comparado con los
alimentados con la DN (Fig.9E) pero tuvieron un mayor consumo calorico (Fig.9F).
Por otra parte, no se observaron diferencias en el consumo calérico entre los
animales silvestres y transgénicos independientemente de la dieta o el tiempo
(Fig.9 Cy F). La ganancia de peso de los ratones silvestres con DN o DAG no fue
significativamente diferente cuando se compara con la de los transgénicos (Fig. 9
AyD).
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significativas entre los grupos con DN y DAG. *,+p < 0.05; **,++p < 0.005; ***,+++p < 0.001.B) Consumo de
alimento diario (g/dias) en ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 12 semanas
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diferencias significativas entre los grupos. “**p < 0.001.
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Estos resultados en conjunto indican que la DAG induce obesidad y que la
expresion de Nalp1b1 no modula la ingesta caldrica y por tanto no previene el

desarrollo de obesidad en ratones.

6.2 Nalp1b1 previene la hiperglicemia inducida por la DAG

Para determinar si NALP1b1 modula las alteraciones en el metabolismo de
glucosa inducida por la DAG, medimos la concentracion de glucosa basal en
sangre, después de 4 horas de ayuno, tanto en animales alimentados con la DN
como en los alimentados con la DAG.

De acuerdo con datos previamente publicados [87], los ratones alimentados con
la DAG mostraron concentraciones mayores de glucosa basal en sangre que los
ratones alimentados con la DN (Fig. 10A). Interesantemente, se detectaron
menores niveles de glucosa en ratones transgénicos alimentados por tres meses
con la DAG que los de los ratones silvestres alimentados con la misma dieta (Fig.
10A), de hecho los niveles de glucosa en los animales transgénicos fueron
similares a los niveles de glucosa de los animales silvestres alimentados con la DN
(Fig.10A).  Sin embargo, estas diferencias en los niveles de glucosa basal entre
animales silvestres y transgénicos alimentados con la DAG por seis meses no son
significativas y por el contrario se observan concentraciones ligeramente mayores
en los ratones transgénicos (Fig. 10B). De acuerdo a lo esperado la DAG indujo
hiperglicemia a las 3 y 6 meses de dieta (Fig. 10B). Estos resultados sugieren que
la expresion de Nalp1b1 tiene un efecto sobre los niveles de glucosa en animales

alimentados por 3 meses con una DAG.
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24 semanas (n=6 por grupo) Los datos representan la media + error estandar. Los asteriscos representan las

diferencias significativas entre silvestres con DN y DAG. *p < 0.05; **p < 0.005.

6.3 NALP1b1 modifica la tolerancia glucosa y la produccién de insulina
en ratones obesos.

Para determinar el efecto de NALP1b1 en el control glucémico durante el
desarrollo de obesidad, se les realizaron pruebas de tolerancia a glucosa (PTG).
Esta prueba evalla indirectamente la secrecion de insulina, la sensibilidad a
insulina y glucosa [88]. Las pruebas se realizaron en ratones alimentados con DN
o DAG durante 3 0 6 meses. De acuerdo con resultados previamente publicados
[89], los animales alimentados con la DAG exhibieron deficiencias en la
homeostasis de la glucosa a los 3 meses y 6 meses de la administracion de la
dieta (Fig.11). Especificamente, a los 3 meses se observd que después de la
inyeccion del bolo de glucosa, los ratones alimentados con la DN mostraron un
incremento en los niveles de glucosa durante los primeros 15 minutos vy
disminuyeron con el tiempo a niveles basales (Fig.11A). En cambio, tanto los
ratones silvestres como los ratones NALP1b1 alimentados con la DAG mostraron
niveles elevados de glucosa durante mas tiempo (Fig. 11A), sin embargo los
animales NALP1b1 al cabo de 120 min practicamente presentaron niveles

basales de glucosa, en tanto que los niveles de glucosa de los animales silvestres
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no regresaron a la basal y a este tiempo se encontraron significativamente
elevados (Fig.11A) Otro indicador que refleja la diferencia en el cambio de los
niveles de glucosa respecto al tiempo de manera cuantitativa, es el area bajo la
curva (ABC). El ABC de los ratones con DN es menor que los ratones con DAG
(Fig.11B), lo que indica que los ratones alimentados con la DAG son intolerantes a
glucosa.

Interesantemente al comparar la respuesta de los ratones transgénicos y
silvestres alimentados con la DAG, se observdé que los ratones NALP1b1
disminuyen de forma mas eficiente los niveles de glucosa en sangre que los
ratones silvestres. (Fig.11A). Esto se reflejo en el ABC de los ratones NALP1b1
alimentados con la DAG ya que ésta es claramente menor que la de los ratones
silvestres alimentados con DAG (Fig.11B). Lo cual sugiere que a pesar del
desarrollo de obesidad los ratones NALP1b1 detectan mejor la glucosa en
sangre y la remueven como mecanismo de homeostasis.

Estos resultados se confirmaron con un grupo independiente de animales,
nuevamente los animales alimentados por 3 meses con la DN, disminuyeron los
niveles de glucosa en sangre mas rapido que los animales alimentados con la
DAG en la PTG (Fig. 11C). Igualmente el ABC de los animales alimentado con la
DN fue significativamente menor que la de los animales alimentados con la DAG
(Fig. 11D). Ademas también se observd que los ratones NALP1b1 regulan mejor
los niveles de glucosa en sangre que los animales silvestres (Fig. 11C), lo que se
confirmé al determinar el ABC, éste fue menor que la de los animales silvestres
(Fig. 11D y 10E). Las alteraciones en el metabolismo de glucosa inducido por la
DAG en los animales silvestres correlacionaron los niveles de insulina de estos
animales, ya que presentaron una reduccion de practicamente la mitad (75Ul /mL)
de los niveles de insulina (165 Ul/mL) de los animales silvestre alimentados con la
DN (Fig. 11F). Interesantemente los niveles de insulina en sangre de los animales
transgénicos alimentados con la DAG fueron similares a los de los animales
silvestres alimentados con la DN (Fig. 11F). Estos resultados sugieren que la
expresion de NALP1b1 reduce las alteraciones en el metabolismo de glucosa
resultantes de la obesidad. NALP1b1 podria atenuar la incapacidad de

almacenamiento glucosa a nivel hepatico o muscular, la hiperglucemia o la
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resistencia insulina al regular negativamente la inflamacion generada por el
exceso de lipidos presentes en la obesidad, lo cuales se acumulan de forma
ectopica en higado, musculo, célula beta pancreatica, induciendo un efecto

lipotoxico y estrés celular.
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Figura 11. La expresion de Nalp1b1 favorece la sensibilidad a glucosa a los 3 meses de dieta.

A) Prueba de tolerancia a glucosa intraperitoneal en ratones machos C57BL/6 (2 meses de edad antes del
tratamiento) silvestres (S) y transgénicos (Tg) alimentados con DN (DN) o DAG (DAG) durante 12 semanas
(n=6 por grupo) se ayunaron por 4 hrsy se les inyectd glucosa intraperitonealmente, los niveles de glucosa en
sangre se determinaron como se menciona en materiales y métodos. B) Area bajo la curva para la PTG en
ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 12 semanas (n=6 por grupo) Los datos
representan la media + error estandar. Los asteriscos representan las diferencias significativas entre los
grupos.”™p < 0.001. C) Prueba de tolerancia a glucosa intraperitoneal en ratones machos C57BL/6J (2
meses de edad antes del tratamiento) silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 12
semanas (n=6 por grupo) D) Area bajo la curva para la PTG en ratones silvestres y transgénicos alimentados
con DN o DAG durante 12 semanas Los datos representan la media + error estandar. Los asteriscos
representan las diferencias significativas entre los grupos. *p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.001. E) Area bajo
la curva para la PTG en ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 12 semanas
(n=12 por grupo) Los datos representan la media + error estandar. Los asteriscos representan las
diferencias significativas entre los grupos. **p < 0.005, **p < 0.001. F) Niveles de insulina en suero de

ratones machos C57BL/6J silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 12 semanas (n=6

por grupo).
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Dado que animales obesos por la ingesta prolongada de una DAG presentan
inflamacion crénica en el tegjido adiposo y alteraciones marcadas en el
metabolismo de la glucosa (intolerancia a glucosa y resistencia a insulina) [90],
evaluamos si la expresion de NALP1b1 favorece la homeostasis de la glucosa en
animales obesos alimentados con la DAG por 6 meses. Las PTG mostraron que
tanto los ratones silvestres como los ratones NALp1b1 alimentados con la DN
disminuyen los niveles de glucosa en sangre desde los 30 min y que no hay
diferencia en la cinética de la disminucion de los niveles de glucosa en sangre
entre ellos. En cambio, los niveles de glucosa en sangre de los animales
alimentados con la DAG no disminuy6 en los 120 min que durd6 la prueba (Fig.
12A). La intolerancia a la glucosa que presentan los ratones con DAG es
consistente con el ABC, la cual es menor en los ratones alimentados con DN que
los ratones alimentados con DAG (Fig. 12B). Estos resultados corroboran que
existe una alteracion en el metabolismo de los ratones a los que se les induce
obesidad mediante una DAG y que es mas pronunciada cuando el periodo de
dieta es mayor (Comparare Figs. 11A y 12A). Sin embargo, contrario a los
resultados obtenidos con los animales Nalpi1b1 alimentados con la DAG por 3
meses, la expresion de NALP1b1 no previno la intolerancia a la glucosa inducida
por la DAG administrada por 6 meses, ya que las respuestas a la PTG de los
ratones obesos silvestres y obesos NALP1b1 no presentaron diferencias
significativas (Fig. 12A y 12B). Estos resultados indican que la expresion de
NALP1b1 en ratones con 6 meses de DAG no previene el deterioro en el

metabolismo de la glucosa.

Como se menciond anteriormente, distintos estudios han mostrado que una DAG
induce resistencia a insulina [90]. Para determinar si los ratones alimentados con
la DAG por 6 meses desarrollaron esta condicion se realizaron pruebas de
resistencia a insulina. Independientemente del genotipo, los ratones alimentados
con la DN o la DAG responden de forma similar a la insulina ya que no se observa
una diferencia en las concentraciones de glucosa en sangre a los distintos

tiempos después de la inyeccion de insulina (Fig. 12C).  Asimismo, tampoco se
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observan diferencias significativas en el area bajo la curva (Fig. 12D), lo que indica
que a pesar de ser sometidos a una DAG los ratones responden igual al bolo de
insulina. Sin embargo, los niveles de insulina en sangre de los ratones silvestres
alimentados con DN fueron mayores (54 Ul/mL) que los niveles de insulina de los
ratones con alimentados con la DAG (11 Ul/mL) (Fig. 12E). Es importante
destacar que los valores de insulina en sangre de los animales silvestres
alimentados con la DN por 6 meses fueron 3 veces menores (54 Ul/mL) (Fig. 12E)
que los del los animales del grupo alimentado por 3 meses con DN (165 Ul/mL)
(Fig. 11F). Por otra parte, los ratones NALP1b1 exhibieron mayores
concentraciones de insulina preprandial en sangre a comparacion de los ratones
silvestres independientemente de la dieta (Fig. 12E). Estos datos indican que la
expresion de NALP1b1 tiene un efecto protector en la secrecion de insulina. (Fig.
12B). Probablemente uno de los factores que incrementan las deficiencias en la
sensibilidad a insulina y la intolerancia a glucosa a los 6 meses de dieta sea la
edad. De acuerdo con esto, al comparar las areas bajo la curva de los ratones
con DN a los 3 meses y 6 meses de dieta (Fig.12F), se observa que existe una
tendencia a generar intolerancia a la glucosa cuando los ratones tienen mayor
edad.
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Figura 12. La presencia Nalp1b1 no favorece la sensibilidad a glucosa a los 6 meses de dieta. A) Prueba
de tolerancia a glucosa en ratones machos C57BL/6 (2 meses de edad antes del tratamiento) silvestres (S) y
transgénicos (Tg) alimentados con DN o DAG durante 24 semanas (n=6 por grupo) se ayunaron por 4 hrs'y
se les inyecto glucosa intraperitonealmente, los niveles de glucosa en sangre se determinaron como se
menciona en materiales y métodos. B) Area bajo la curva para la PTG en ratones silvestres y transgénicos
alimentados con DN o DAG durante 24 semanas. Los datos representan la media + error estandar. Los
asteriscos representan las diferencias significativas entre los grupos. *p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.001. C)
Prueba de resistencia a insulina en ratones machos C57BL/6 (2 meses de edad antes del tratamiento)
silvestres (S) y transgénicos (Tg) alimentados con DN o DAG durante 24 semanas (n=6 por grupo) se
ayunaron por 4 hrs y se les inyecto insulina intraperitonealmente, los niveles de glucosa en sangre se
determinaron como se menciona en materiales y métodos. D) Area bajo la curva para la PRI en ratones
silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 24 semanas E) Niveles de insulina en suero de
ratones machos C57BL/6J silvestres y transgénicos alimentados con DN o DAG durante 24 semanas (n=6
por grupo). F) Area bajo la curva para la PTG en ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN

durante 12 o0 24 semanas.

6.4 NALP1b1 modula la produccién de IL-1

Como se ha mencionado anteriormente, se ha reconocido que IL-1 B es uno de
los factores mas importantes en desarrollo de diabetes tipo | y Il [66], ademas de

que es un instigador de la metainflamacion en el desarrollo de sindrome
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metabdlico [91]. Por tanto probamos si NALP1b1 juega una papel directo en la
inflamacion inducida por la obesidad, para esto determinamos los niveles de
activacion del inflamasoma y produccion de IL-1 B, especificamente se detectaron
por inmunoblott los niveles de pro-caspasa 1, caspasa-1 e IL-1 B madura en
tejido adiposo, uno de los tejidos involucrados en la homeostasis energética.
De acuerdo con datos previamente publicados que indican que la inflamacion en
el tejido adiposo de animales obsesos inducida por una DAG depende de la
activacion de caspasa-1, los fragmentos p20 y p10 de caspasa-1 se detectd en 3
de 6 ratones silvestres alimentados con la DAG por 3 meses y en 3 de 6 ratones
NALP1b1 alimentados con la misma dieta (Fig.13A). Interesantemente, en la
mayoria de los animales alimentados con la DAG por 3 meses los niveles de pro-
caspasa-1 fueron mucho mas elevados que los observados en los ratones
alimentados con la DN. De acuerdo estos datos, todos los animales silvestres
alimentados durante 3 meses con la DAG presentaron niveles detectables de el
fragmento de 17KDa de IL-B, el cual representa la interleucina madura (Fig. 13B).
A pesar de que no se observan diferencias evidentes en la activacion de
caspasa-1 entre silvestres y transgénicos, los niveles de IL-1 B madura parecen
ser menores en los transgénicos ya que no en todos los animales se detecto el
fragmento de 17 KDa y en aquellos animales que si se detecté este fragmento, su
intensidad fue menor que la observada en los animales silvestres (Fig. 13B). Este
dato se confirmd determinado los niveles de IL-1B en el suero. Los animales
silvestres obesos presentaron una concentracion mayor de IL-1f que la

detectada en el suero de animales obesos Nalp1b1 (Fig. 13C).
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una DAG durante 3 meses.

A) Los extractos proteicos totales (40 ugr) fueron obtenidos del tejido adiposo mesenterico de ratones
silvestres y transgénicos alimentados con DN (DN) o DAG (DAG) por 12 semanas se separaron en geles de
poliacrilamida y los niveles de procaspasa-1 (pro-caspasa) y caspasa-1 activa (Caspasa) se determinaron por
medio de inmunoblot usando anticuerpos especificos, como control de carga se evaluaron los niveles de
Tubulina B) Los extractos proteicos totales (40 ugr) fueron obtenidos del tejido adiposo mesenterico de
ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN (DN) o DAG (DAG) por 12 semanas se separaron en
geles de poliacrilamida y los niveles de IL-1 B activa se determinaron por medio de inmunoblot usando
anticuerpos especificos, como control de carga se evaluaron los niveles de AKT C) Concentracion de IL-18

en suero de ratones alimentados con una DAG durante 12 semanas (pool n=6) determinado mediante ELISA.

Asimismo en ratones con 6 meses de DAG se detectaron mayores niveles de los
componentes p10 y p20 de caspasa-1 en tejido adiposo a comparacion de los
ratones con DN (Fig. 14A). Ademas se observo que la activacion de caspasa-1 es
mayor, comparado a los 3 meses de DAG (Fig. 13A), tanto en ratones silvestres
como ratones NALP1b1 alimentados con la DAG (Fig. 14A). Esto refleja que existe
un mayor grado de inflamacion a este tiempo de dieta y que la activacion de
caspasa-1 es progresiva.

En relacion a los niveles de IL-1 B madura, se determind que su produccion es
mayor cuando se induce obesidad mediante la DAG (Fig. 14B). Los niveles de IL-
1b (17KDa) en ratones transgénicos es ligeramente menor que la de los animales
silvestres (Fig. 14B). Estos resultados concuerdan con los niveles de IL-1 B
detectados en el suero de ratones transgénicos con DAG, estos exhiben una

menor produccion de IL-1 B (Fig. 14C). Estos experimentos sugieren que la
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expresion de NALP1b1 podria regular negativamente la inflamacion provocada

por obesidad en tejido adiposo.
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Figura 14. Nalp1b1 regula negativamente la produccién de IL-1 en animales obesos alimentados con
una DAG durante 6 meses. A) Los extractos proteicos totales (40 ugr) fueron obtenidos del tejido adiposo
mesentérico de ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN (DN) o DAG (DAG) por 24 semanas, se
separaron en geles de poliacrilamida y los niveles de procaspasa-1 (pro-caspasa) y caspasa-1 activa
(Caspasa) se determinaron por medio de inmunoblot usando anticuerpos especificos, como control de carga
se evaluaron los niveles de Tubulina B) Los extractos proteicos totales (40 ugr) fueron obtenidos del tejido
adiposo mesentérico de ratones silvestres y transgénicos alimentados con DN (DN) o DAG (DAG) por 24
semanas se separaron en geles de poliacrilamida y los niveles de IL-1 B activa se determinaron por medio de
inmunoblot usando anticuerpos especificos, como control de carga se evaluaron los niveles de tubulina C)
Concentracion de IL-1B en suero de ratones alimentados con una DAG durante 24 semanas (pool n=6)

determinado mediante ELISA.

6.5 NALP1b1 no altera la resistencia a insulina en ratones con obesidad

Se sabe que el desarrollo del sindrome metabdlico y la metainflamacion generada
por esta patologia, genera la produccion de citocinas pro-inflamatorias que
favorecen la aparicion de resistencia a insulina, asi como alteraciones en la
secrecion de esta hormona [92]. Debido a que los efectos metabdlicos de
insulina dependen de la sefalizacion de la via PIBK-AKT [13], se evaluo la
activacion de AKT en respuesta a insulina en el tejido adiposo y en higado de
ratones silvestres y transgénicos obesos por medio de inmunoblot utilizando
anticuerpos especificos para AKT fosforilado en la serina 473. La administracion

de insulina (2mU/g) por 5 minutos resultdé en mayores niveles AKT fosforilado
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comparado los niveles observados en el tejido adiposo de ratones no inyectados,
lo que demuestra que tanto los animales silvestres como transgénicos son
sensibles a insulina independientemente de la dieta con la que fueron alimentados
por 3 meses (Fig. 15A). Sin embargo, los niveles basales de AKT fosforilado en
tejido adiposo de los ratones con DN son mayores que los de DAG, lo que indica
que la via de senalizacion funciona de forma menos eficiente en ratones obesos.
No se observaron diferencias en los niveles basales de AKT fosforilado en el tejido
adiposo de animales silvestres y transgénicos alimentados con la DAG.

A diferencia de lo que ocurre con los animales alimentados por 3 meses, en el
tejido adiposo de los ratones sujetos a los 6 meses de DAG se observd una
disminucion de la sensibilidad a insulina, ya que los niveles basales de AKT
fosforilado fueron mayores en el tejido adiposo de los ratones alimentados con la
DN en comparacion con los niveles observados en los animales sujetos a la DAG
donde son casi imperceptibles los niveles de pAKT (Fig. 15B). Sin embargo, la via
de senalizacion AKT se activa en respuesta a insulina tanto en animales
alimentados con la DN o la DAG independientemente del genotipo (Fig. 15B).

Esta evidencia experimental indica que tanto los ratones alimentados con la DN o
la DAG son sensibles a la insulina como se habia observado en el test de
resistencia a insulina (Fig. 12C) y que la expresion de NALP1b1 no modifica la

sensibilidad del tejido adiposo a esta hormona.
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Figura 15. Nalp1b1 no afecta la via de sefializacion de insulina en tejido adiposo A) Los niveles de AKT
fosforilada (pAKT) y AKT se determinaron en extractos totales de tejido adiposo mesentérico de ratones
silvestres y transgénicos alimentados con DN o una DAG durante 12 semanas, después de 16 h de ayuno a
los cuales no se les administrd (-) o se les administré 2 mU/g de insulina 5 min antes de ser sacrificados (+)
B) Los niveles de AKT fosforilada (pAKT) y AKT se determinaron en extractos totales de higado de ratones
silvestres y transgénicos alimentados con DN o una DAG durante 12 semanas, a los cuales no se les
administré (-) o se les administrdé 2 mU/g de insulina 5 min antes de ser sacrificados (+). C = Control (Células

HEK293)

Por otra parte también se analizaron los niveles de AKT fosforilado en higado de
ratones con 3 meses de dieta, ya que es uno de los principales érganos blanco
de la insulina.

En el higado de los ratones silvestres alimentados con la DN no se observan
niveles basales de AKT fosforilado comparado con los ratones silvestres
alimentados con la DAG (Fig. 16A), lo que indica que la via PIBK-AKT se activa en
higado cuando se someten los ratones a una DAG. De acuerdo con esto,
independientemente del fenotipo de los animales, la inyeccion de insulina resulto
en un incremento en la fosforilacion de AKT mayor en el higado de los ratones
alimentados con DAG que los niveles detectados en el higado de los animales
alimentados con la DN (Fig. 16A). A los 6 meses de dieta, se observd un nivel
basal de AKT fosforilado a comparacion de los 3 meses de dieta (Fig. 16B). Lo
cual indica que a pesar de que consumen una DN, la edad tiene un efecto
negativo en la sefalizacion de insulina. Los animales con 6 meses de DN
inyectados con insulina, presentaron un aumento tenue en de la fosforilacion de
AKT (Fig. 16B). Mientras que en los ratones con DAG, no se observd una
diferencia clara entre los ratones estimulados y no estimulados con insulina. Esto
sugiere que los ratones obesos presentan deficiencias en la vias de sefializacion

de PI3K-AKT en higado a los 6 meses de dieta y que la edad es un factor
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importante en las deficiencias de esta via. Finalmente se determind que la

expresion de Nalp1b1 no altera la respuesta del tejido hepatico a la insulina.
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Figura 16. Nalp1b1 no afecta la via de sefalizacién de insulina en higado. A Los niveles de AKT fosforilada
(PAKT) y AKT se determinaron en extractos totales de tejido adiposo mesentérico de ratones silvestres y
transgénicos alimentados con DN o una DAG durante 24 semanas, después de 16 hrs de ayuno a los cuales
no se les administro (-) o se les administro de insulina 5 min antes de ser sacrificados (+) B) Los niveles de
AKT fosforilada (pAKT) y AKT se determinaron en extractos totales de higado de ratones silvestres vy
transgénicos alimentados con DN o una DAG durante 24 semanas, a los cuales no se les administro (-) 0 se

les administro de insulina 5 min antes de ser sacrificados (+).C = Control (Células HEK293)
6.6 NALP1b1 no altera el metabolismo de lipoproteinas

Dado que la dislipidemia es un componente caracteristico del sindrome
metabdlico [27], evaluamos si la expresion de Nalp1b1 afecta el grado de
dislipidemia inducido por la DAG. Para esto, se determinaron los niveles de
colesterol, triglicéridos y lipoproteinas en suero de los ratones silvestres o
transgénicos alimentados con la DN o la DAG (Tabla 3).

Los niveles de colesterol presentes en el suero de los ratones sujetos a la DAG
durante 3 meses es mayor, comparado con los ratones de DN; No se observo
una diferencia significativa de los niveles de colesterol en animales de los distintos
genotipos.

Asimismo se registraron mayores niveles de colesterol en ratones alimentados
con DAG durante 6 meses a comparacion de los alimentados con la DN. De igual
manera, no se observo ninguna diferencia en los niveles de colesterol de los
ratones silvestres y los ratones NALP1b1. Estos resultados sugieren que la
expresion de NALP1b1 no induce un cambio en la hipercolesterolemia generada

por el consumo de una DAG.
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Los niveles lipoproteinas y triglicéridos presentes en el suero de los ratones
sujetos a una DAG no mostraron una diferencia significativa cuando se compara
con los de DN, tanto a los 3 meses de dieta como a los 6 meses de dieta. De
igual manera cuando se comparan los niveles de triglicéridos y lipoproteinas entre
los genotipos de los ratones tanto de DN como de DAG no exhiben diferencias
significativas. Tampoco se observaron diferencias evidentes en el perfil lipidico
entre ratones silvestres y transgénicos. Estos resultados senalan que la
expresion de NALP1b1 no modifica la homeostasis de lipidos ni lipoproteinas
durante el desarrollo de obesidad, |0 cual concuerda con otros reportes donde
determinan si los niveles de colesterol y trigliceridos varian en los knockouts de

Casp1 -/-, ASC-/- NALP3-/- y no registraron diferencias significativas [60, 78].

Tabla 3. Concentracién de lipidos en plasma

Tiempo de Grupo Colesterol HDL VLDL LDL Triglicéridos
dieta (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
3 Meses DN-S 110 71 21 18 125
DAG - S 179 117 21 41 128
DAG - Tg 189 131 18 40 107
6 Meses DN-S 128 71 31 26 186
DN -Tg 127 73 26 28 160
DAG - S 204 126 21 57 127
DAG - Tg 205 124 20 61 119
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7 DISCUSION

Evidencia experimental, epidemioldgica y clinica registrada durante las ultimas
décadas asocia moléculas y redes funcionales que forman parte de la respuesta
inflamatoria con el desarrollo de enfermedades metabdlicas o complicaciones que
emergen de patologias como la obesidad y la diabetes tipo 2 [40]. Los
mecanismos precisos que activan y mantienen la inflamacion estéril en estos
estados patologicos han empezado ha ser dilucidados. Las principales citocinas
pro-inflamatorias que median la inflamacion en la obesidad son IL-1p e IL-18, las
cuales son procesadas por caspasa-1 cuando esta se encuentra asociada en
complejos multiprotéicos conocidos como inflamasomas [53].

El inflamasoma de NALP3 es el principal sensor del exceso de lipidos; animales
obesos carentes de NALP3 muestran una menor activacion de caspasa-1 en e
tejido adiposo que animales obesos silvestres. De acuerdo con la reduccion de la
respuesta inflamatoria los animales carentes de NALP3 también muestran un
reduccion en las alteraciones del metabolismo de la glucosa resultantes de la
obesidad. Sin embargo, la reduccion en la activacion de caspasa-1 no es total en
el tejido adiposo de los animales carentes de NALP3, lo que indica que otros
inflamasomas también pueden responder al exceso de lipidos. De hecho,
estudios previos han comprobado que la expresion de NALP1 aumenta en tejido
adiposo cuando se induce obesidad mediante una DAG [80]. Por otra parte,
animales que expresan el alelo Nalp1b1 (Balb/c) no muestran alteraciones en el
metabolismo de la glucosa cuando se sujetan a una DAG; en cambio, los
animales que expresan el alelo Nalp1b2 (C57BL/6) son susceptibles a desarrollar
diabetes en respuesta a un dieta DAG [81]. No existe estudios previos que
relacionen la expresion diferencial de alelos del gene NALP1b y la inflamacion
inducida por obesidad. En el presente estudio mostramos que el alelo NALP1b1
modula la magnitud de la metainflamacion y favorece la euglicemia en animales

obesos.
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La obesidad deriva del incremento de la masa grasa y del correspondiente
aumento en el peso corporal [93]. En ratones de la cepa C57BL/6 se puede
inducir obesidad cuando se exponen a una DAG [87], este incremento en el peso
se debe a que esta cepa exhibe una mayor eficiencia en la ganancia de peso por
kilocalorias consumidas y por tanto en comparacion de otras cepas presenta un
mayor grado de hiperplasia en adipocitos [94]. De acuerdo con esto, nuestros
resultados mostraron que tanto los ratones C57BL/6 silvestres (Nalp1b2) como
los ratones C57BL/6 transgénicos (Nalp1b1/Nalp1b2) aumentaron de peso de
forma constante durante la administracion de la DAG. Lo que sugiere que la
expresion del alelo Nalp1b1 no previene el desarrollo de obesidad en ratones de
la cepa C57BL/6 inducida por un exceso de lipidos en la dieta. Contrario a
nuestros resultados, previamente se habia reportado que ratones de la cepa
C57BL/6 deficientes para diferentes componentes del inflamasoma como
caspasa-1, ASC y NALP3 [78] muestran una menor ganancia de peso que los
ratones C57BL/6 silvestres. Esto sugiere que el la inflamacion resultante del
consumo de una DAG favorece el desarrollo de obesidad pero que la expresion

del alelo Nalp1b1 no previene este proceso.

El aumento excesivo de grasa en el tejido adiposo, provoca un desequilibrio en la
produccion y en la secrecion de adipocinas que favorecen la alteracion en la
sensibilidad a insulina, la glucemia, el metabolismo de lipidos y como
consecuencia se propicia el desarrollo de inflamacion [95]. Concordante con otros
estudios [96], los animales silvestres (Nalp1b2) exhibieron deficiencias en la
homeostasis de la glucosa a los 3 meses y 6 meses de la administracion de la
DAG. El incremento en los niveles de glucosa basal y la tolerancia a la glucosa en
los ratones silvestres obesos comparado con los animales silvestres no obesos
sugiere la existencia de un estado prediabético en estos animales [97]. Esto es
consistente con otros trabajos donde se ha observado que desde la cuarta

semana de ingerir una DAG se presenta hiperglicemia en animales C57BL/6J [98].

Los ratones transgénicos para el alelo NALP1b1 obesos fueron mas sensibles a la

glucosa comparado con los ratones silvestres en la prueba de tolerancia a
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glucosa después de 3 meses de consumir una DAG. Estos resultados sugieren
que el alelo Nalpi1b1 previene la desregulacion del metabolismo de la glucosa
inducida por obesidad. Existen diversas explicaciones para este fendbmeno. Se
puede inferir que la expresion del alelo Nalp1b1 favorece la sensibilidad a glucosa
probablemente previniendo la inflamacion y el deterioro generado por la
produccion de IL-1 B o IL-18 en tejidos que regulan la homeostasis de la glucosa
como el pancreas donde el continuo estrés metabdlico provoca la estimulacion
del receptor de IL-1. La prevencion de la activacion autocrina o paracrina de este
receptor previene la produccion de citocinas pro-inflamatorias, la atraccion de
macrofagos, apoptosis, fibrosis y deficiencias en la secrecion de insulina

[39, 99]. Por otra podria evitar que se genere una mayor resistencia a insulina a
en tejidos que promueven la captacion de glucosa periférica como musculo y
tejido adiposo o que regulan la produccion de glucosa como el higado[100].

La asociacion de la obesidad y la diabetes tipo 2 en sus etapas tempranas tiene
un nexo en comun: la resistencia a insulina y la hiperinsulinemia. Inicialmente, la
resistencia a insulina es compensada por el pancreas que secreta mas insulina,
manteniendo los niveles glucémicos adecuados. Con el tiempo, la capacidad de
secrecion pancreatica va disminuyendo, conduciendo a estados progresivos de
hiperglucemia e hipoinsulinemia [101]. De acuerdo con esto, los ratones silvestres
con dieta alta en grasa a los 3 meses de dieta presentan menores niveles de
insulina, que los animales silvestres alimentados con la dieta normal. En contraste
los ratones transgénicos mostraron valores similares de insulina a los de dieta
normal. Asi, la expresion de NALP1b1 previene la disminucion de los niveles de
insulina y por tanto mejora el metabolismo de la glucosa en animales obsesos. La
disminucion de las alteraciones para regular la glucosa observada en los animales
transgénicos posiblemente se relaciona con el hecho de que debe de haber un
menor grado de inflamacion en uno o varios tejidos involucrados en mantener la
euglicemia de forma directa o indirecta.

Ciertamente observamos que los niveles de IL-1  son ligeramente menores en el
tejido adiposo de ratones obesos NALP1b que los observados en el tejido
adiposo de los ratones silvestres obesos los que correlaciono también con el

grado de activacion de Caspasa-1. También fue evidente que existe un mayor
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procesamiento de caspasa-1 e IL-1 B en ratones obesos y esto se incrementa a
los 6 meses de dieta, lo cual ratifica la existencia de meta-inflamacion en tejido
adiposo como se ha descrito en otros estudios[77].

Por otra parte se ha descrito que las deficiencias en el tejido adiposo estan
asociadas con inflamacion sistémica de bajo grado [95]. De acuerdo con esto, los
niveles de IL-1p en sangre de ratones NALP1b1 obesos son menores que los de
los animales silvestres obesos, lo cual indica que existe una menor inflamacion
sistémica y concuerda con el hecho de que se presenten menores niveles de IL-1
B en tejido adiposo. Este dato también sugiere que también podria haber menor
produccion de IL1- B en otros 6rganos como el higado o el pancreas donde se ha
reportado la activacion de inflamasomas en respuesta a una DAG [5, 60].

En conjunto nuestros resultados indican que los ratones transgénicos obesos
presentan una inflamacidon menos severa que la de ratones silvestres obesos,
probablemente debido a que NALP1b1 responde menos eficientemente que
NALP1b2 al exceso de lipidos o que previene la activacion de NALP3 y por tanto
reduce la produccion de II-1 B e IL-18, aminorando los efectos nocivos de la
metainflamacion en ratones obesos. Probablemente los efectos dafninos que se
estarian previniendo resultado de la presencia de IL-1 B en diferentes 6rganos
son: la apoptosis en células B -pancreaticas [102], la resistencia a insulina en
tejido adiposo [103] o que no se promueve la produccion de otras citocinas pro-
inflamatorias en musculo [104].

En contraste con el efecto protector de la expresion de Nalp1bi1 en ratones
sujetos a una DAG por 3 meses, los ratones (8 meses de edad) silvestres vy
transgénicos alimentados por los 6 meses con la DAG mostraron una respuesta
similar de intolerancia a glucosa cuando se les realizd un prueba de tolerancia a
glucosa. En este caso, una posibilidad para explicar por qué no es evidente la
diferencia entre los dos grupos, es que el sindrome metabdlico es mas severo y la
inflamacion es mayor a los 6 meses de dieta. Ya que se ha planteado que la
progresion de la obesidad y la activacion de células del sistema inmune es
diferente dependiendo de la etapa del desarrollo de obesidad [57]. La DAG con
60% de calorias derivadas de grasa duplica el peso en el tejido adiposo,

incrementa el tamano de los adipocitos, cuadruplica el contenido de trigliceridos

64



en una semana [105]. Ademas andlisis de microarreglos han demostrado que
genes asociados con respuestas inflamatorias cambian a los 3 dias de administrar
una DAG [106], lo cual sugiere que existe una respuesta inmune a corto plazo.
Por otra parte se ha descrito que los efectos a largo plazo después de semanas
de DAG, se altera la remodelacion tejido adiposo y esto correlaciona con el
desarrollo de resistencia a insulina, la infiltracion de macrofagos, la muerte de los
adipocitos y la produccion de citocinas proinflamatorias. Estos eventos
incrementan conforme aumentan las semanas de consumo de la DAG. Se ha
observado que a las 12 semanas de dieta el numero de adipocitos disminuye,
mientras que a las 16 semanas de dieta la proporcion de adipocitos muertos es
de 80 % con la maxima expresion de genes inflamatorios, asociado con una
deposicion de colageno y una macroesteatosis hepatica. Ademas la muerte de
los adipocitos correlaciona con el desarrollo de resistencia a insulina (RI). El
desarrollo de Rl a las 8 semanas con DAG coincide con el incremento de la
expresion de marcadores de macrofagos en tejido adiposo. Katherine J. Strissel
et al. observaron que la Rl sigue aumentando a las 12, 16 y 20 semanas [23].
Estos datos demuestran que la respuesta inmune ante el exceso de una DAG es
mas exacerbada conforme pasa el tiempo, generando una inflamacion mas
frecuente e intensa . Otros estudios que también confirman este incremento en la
inflamacion en relacion a la obesidad, han registrado que la activacion de
caspasa-1 es progresiva, observaron que es mayor a las 28 semanas de DAG (9
meses de edad) comparado con 16 semanas de DAG (6 meses de edad) [60].
De acuerdo a los resultados observados a los 6 meses de dieta, nosotros
planteamos que ademas de IL-1 B e IL-18 otras citocinas como TNF-alfa [107] e
IL-6 [108] podrian estar exacerbando la intolerancia a glucosa y resistencia a
insulina en tejido adiposo, higado 0 musculo a los 6 meses de dieta , encubriendo

el efecto protector de NALP1b1.

Interesantemente, y contrario a lo que esperabamos las alteraciones en el
metabolismo de glucosa en los animales silvestres y transgénicos no
correlacionaron con el desarrollo de resistencia a insulina ya que la prueba de

resistencia a insulina mostrd que tanto los ratones alimentados con la DN como
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con la DAG son sensibles a insulina. Esta discrepancia con los resultados
publicados donde muestran que esta cepa es resistente a insulina desde los 3
meses con DAG [87] podria estar vinculada con el hecho de que el C57BL/6J es
mas sensible a insulina a exdtgena que otras cepas [109] y que el mayor instigador
de intolerancia a glucosa son las deficiencias de secrecion de insulina contrastado
con la resistencia a insulina [90]. Ademas Collins SC et al. reportaron una
tendencia de hipoinsulinemia en ratones obesos de la cepa C57BL/6J a las 15
semanas de DAG. Los mismos autores encontraron que la cepa C57BL/6J a las
3 semanas de DAG comparado con los ratones con DN presentan los mismos
niveles de insulina en los islotes pancreaticos, pero la secrecion de insulina era
dos veces mayor en los ratones con DAG. Mientras que a las 15 semanas de
DAG, a pesar que presentan mayor produccion de insulina (15%) comparado con

los de DN, determinaron que la secrecion de insulina fue de 25-30% menor [110].

Por otra parte, el hecho de que los ratones silvestres o transgénicos alimentados
con la DN o la DAG presenten la misma sensibilidad a insulina indica que la
disminucion del control del metabolismo de glucosa se exacerba con la edad. El
envejecimiento esta asociado a deficiencias en la accion y secrecion de la insulina
[111]. Se ha demostrado que las islas pancreaticas de animales adultos tienen
disminuido la secrecion de vesiculas de insulina en respuesta a la estimulacion de
glucosa, asi como la produccion de AMPc. Ademas se ha comprobado que se
reduce con la edad la expresion del transportador de glucosa glut-2 en células

pancreaticas [112].

Para valorar el estado diabético de los ratones silvestres o transgénicos
sometidos a la DN o la DAG, es necesario comprender como es la progresion de
la diabetes tipo 2 y como se intensifica a través de mecanismos compensatorios
como hiperinsulinemia e hiperglucemia, los cuales en etapas tempranas previenen
defectos en la captacion de glucosa y deposicion de glucosa.

En los primeros estadios se presentan defectos en el almacenamiento de la
glucosa, en esta etapa existe una tolerancia a glucosa alterada y se presenta una

diabetes con hiperinsulinemia transitoria. Posteriormente se pierde la respuesta
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hiperinsulinemica ante la hiperglucemia, dando lugar a la resistencia a insulina. La
secrecion de insulina desciende gradualmente como consecuencia de la
hiperglicemia cronica y da como resultado una descompensacion pancreatica, lo

cual es considerado como diabetes tipo 2 caracterizada por hipoinsulinemia [1].

De acuerdo con el estudio realizado por Golay [113] donde describe estas fases
en animales obesos y que culminan en diabetes tipo 2, los ratones silvestres
alimentados por 3 meses con la DAG presentan tolerancia a glucosa alterada y
tendencia a la hipoinsulinemia comparado con los ratones NALP1b1 los cuales
presentan un cuadro de tolerancia a glucosa casi normal con niveles normales de
insulina; Mientras que, los ratones silvestres alimentados 6 meses con la DAG
exhiben diabetes con hipoinsulinemia y los ratones NALP1b1 presentan diabetes

con hiperinsulinemia.

En conjunto estos resultados indican que la expresion de NALP1b1 beneficia el
metabolismo de los ratones transgénicos y retrasa la evolucion de la diabetes,
consecuencia de una menor respuesta inflamatoria ante los efectos lipotdxicos y
glucotdxicos presentes en el sindrome metabdlico, probablemente debido a una
menor activacion del inflamasoma NALP1b1 o de la modulacion de la activacion
de otros inflamasomas.

Interesantemente existe un estudio donde observan este mismo fenémeno, Yun-
Hee Youm et al.[114] mostraron que los ratones knockout NALP3 con obesidad
inducida mediante una DAG, tienen el doble o el triple de insulina en comparacion
de los animales silvestres. Ademas demostraron que la fibrosis en las islas
pancredticas y la muerte de células B -pancreaticas es menor en el knockout de
NALPS. La inhibicion de este inflamasoma probablemente aminora la produccion
de IL- B la cual se ha comprobado que perjudica la secrecion de insulina e induce
la expresion de Fas, promoviendo la apoptosis [102]. De igual manera, se sabe
que el estrés metabdlico (altos niveles de glucosa y de acidos grasos) inducen la
produccion de IL-1 B en células B pancreaticas [115], esta produccion local puede
promover de forma paracrina la infiltracion de macrdofagos en las islas

pancreaticas[116]. Esta respuesta fomenta una mayor produccion de IL-1 B en
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esa zona, la cual contribuye la muerte de células B [117]. Por lo que es valido
hipotetizar que la expresion de Nalp1b1 en los animales transgénicos protege del
dano inflamatorio en pancreas generado por los efectos glucolipotdxicos
presentes en la obesidad. Asi, la activacion NALP1b1 en macrdfagos presentes
en los islotes pancreaticos podria regular negativamente la produccion de IL-1 B,
previniendo la apoptosis de células B -pancreaticas, la deposicion de matriz
extracelular y las deficiencias en la secrecion de insulina (Fig.17).

Puesto que se habia determinado que los ratones exhibian cuadros prediabéticos
y diabéticos con hiperinsulinemia o hipoinsulinemia y que ademas presentaban
inflamacion cronica de bajo grado surgid la cuestion de determinar si esta
metainflamacion instigada en parte por la infiltracion de macréfagos vy la respectiva
produccion de citocinas proinflamatorias en tejido adiposo e higado estuviese
alterando la via de senalizacion intracelular de insulina en adipocitos vy
hepatocitos.

Es reconocido que en la obesidad los macrdfagos del tejido adiposo e higado se
polarizan a un fenotipo M1 pro-inflamatorio que detecta la acumulacion de lipidos
y forman estructuras en forma de corona para reparar €l dafio celular [22, 118] y
secretan citocinas como TNF-a, IL-6 e IL- B [119]. Se ha comprobado que IL-1
interfiere directamente con la sefalizacion de insulina en tejido adiposo, no se
activan proteinas [103] consideradas como nodos clave en la via de insulina PI3K
y de ERK1/2 [13]. Mientras que por otra parte se ha demostrado que la
produccion de IL-1 B en tejido adiposo induce resistencia a insulina en
higado[120].

Contrario a lo esperado, nuestros resultados no coinciden con los de los reportes
que indican que la via PI3K se ve alterada en el nodo de sefalizacion de AKT en
tejido adiposo cuando se induce obesidad mediante una DAG [121]. En tejido
adiposo de los ratones silvestres y transgénicos alimentados con la DAG
respondieron al bolo de insulina induciendo la fosforilacion de AKT de manera
similar. Lo relevante de estos resultados es que coinciden con el hecho de que

los ratones obesos son sensibles al bolo de insulina y disminuyen los niveles de
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glucosa en sangre. Esto sugiere que la posible causa de la intolerancia a glucosa
sean deficiencias en la secrecion de insulina y no en la senalizacion en la via PISK.
Finalmente, el analisis de los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma de los
animales alimentados con la DAG revelo que los ratones silvestres con obesidad y
diabetes tipo 2 presentaban el cuadro completo de sindrome metabdlico ya que
de acuerdo a lo reportado se observaron alteraciones en el metabolismo de
lipoproteinas incluyendo elevados niveles de triglicéridos, bajos niveles de
proteinas de baja densidad y altos niveles de proteinas de alta densidad [42]. Sin
embargo la expresion de Nalp1b1 no modificé estos parametros. Lo cual
concuerda con reportes que indican que los animales deficientes en la expresion
de Caspasa-1, ASC y NALP no presentan diferencias en los niveles de
triglicéridos y colesterol inducidos por una DAG [78]. En conjunto, estos
resultados sugieren que los inflamasomas no afectan directamente el

metabolismo de lipoproteinas.

En sintesis, nuestros resultados sugieren que NALP1 no solo tiene un papel en
infecciones como previamente se ha reportado[71], si no que ademas participa
durante la progresion del sindrome metabdlico y que la expresion del alelo 1 de
NALP1b puede favorecer la homeostasis de la glucosa. Proponemos que la
expresion de NALP1b1 beneficia el metabolismo de los ratones transgénicos y
retrasa la aparicion de diabetes, como resultado de generar una menor respuesta
inflamatoria ante el exceso de lipidos, ROS, IAPP o glucosa. El mecanismo por el
cual se presenta un fenotipo metabdlico menos alterado probablemente se deba
a una modulacion en la activacion de los inflamasomas involucrados en detectar
dano celular generado por la metainflamacion. Esta regulacion negativa de la
inflamacion puede estar dada por la competencia con proteinas efectoras con
otros inflamasomas o por la formacion de heterodimeros de NALP1b1 con
diferentes alelos de NALP1b, con las proteinas traducidas de genes paralogos
como NALP1a o NALP1c o con otros inflamasomas que se activan en tejidos

especificos (Fig.17).
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En México el 70 % de la poblacion adulta sufre de sobrepeso. Hoy en dia nos
encontramos en el segundo lugar con mayor indice de obesidad con el 30%. Al
2012, nuestro pais ocupa el cuarto lugar de obesidad infantil. La encuesta
nacional de salud indica que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en ninos de
5 a 11 anos ha aumentado de un 26% (2006) a un 34% (2012). Por tanto, seria
interesante determinar si existe alguna relacion entre polimorfismos del gen de
Nalp1 en humanos y el desarrollo de enfermedades metabdlicas particularmente
en individuos con obesidad infantil. Interesantemente, ya se ha demostrado una
fuerte asociacion de polimorfismos de Nalp1 asociados a enfermedades como

Addison vy vitiligo.

Lipidos

Pancreas

Inflamasomas

NALP3 ? ,\

IL-B NALP1b1

AN\ Secrecion
de insulina

WV Secrecidn
de [L-beta

Menor dafo causado por inflamacidn

Figura 17. Modelo de la regulacién de NALP1b1 en la metainflamacion.
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8 CONCLUSIONES

o La expresion de NALP1b1 en ratones C57BL/6J a los que se les induce
obesidad mediante una dieta alta en grasa no altera la ganancia de peso, el
consumo de comida, los niveles basales de lipidos en sangre y la sensibilidad a
insulina en tejido adiposo e higado.

o La expresion de NALP1b1 reduce los niveles de glucémicos a los 3 meses
de dieta, favorece la homeostasis de la glucosa.

o Existe una diferencia significativa en la tolerancia a glucosa entre ratones
silvestres y transgénicos, lo que sugiere que la expresion de NALP1b1 favorece el
metabolismo de la glucosa.

. NALP1b1 participa en la inflamacion inducida por obesidad, modula el
procesamiento de IL-1B, induce una menor inflamacion a nivel sistémico y en
tejido adiposo.

. Los resultados en este estudio muestran que los ratones NALP1b1 tienen
mayores niveles de insulina en sangre, lo cual sugiere que la disminucion de la
inflamacion en estos animales resulta en menor dafio a las células beta
pancreaticas 10 que les permite mantener la produccion de insulina y evitar

efectos glucotoxicos.
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