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Péptido relacionado a la cocaina y anfetamina (siglas en inglés)
Caspasas 1, 2,3,4,5,6,7,8y9

Ligando de quimiocinas (siglas en inglés)

Estructuras tipo corona (siglas en inglés)

Células de medula 6sea

Dieta alta en grasa

Patrones moleculares asociados a dafio (siglas en inglés)
Diabetes mellitus tipo 2

Dieta normal

Acido desoxirribonucleico (siglas en inglés)

Enfermedades cardiovasculares

Factor de iniciacion de la traduccion (siglas en inglés)
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de México

Reticulo endoplasmatico (siglas en inglés)

Proteina cinasas activadas por mitégenos (siglas en inglés)
Dominio con actividad por conocer (siglas en inglés)

Familia de factores de transcripcion (siglas en inglés)
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (siglas en inglés)
Receptor de secretagogo de la hormona del crecimiento (siglas en inglés)
Transportador de glucosa (siglas en inglés)

Glucdgeno sintasa quinasa 3 (siglas en inglés)

Prueba de tolerancia a glucosa (siglas en inglés)
Lipoproteinas de alta densidad (siglas en inglés)
Hiperinsulinemia

Modelo de Evaluacion de la Homeostasis para resistencia a insulina
Lipasa sensible a hormonas (siglas en inglés)

Interleucinas 1/4/6/10/18

Cinasa ligada a la integrina rapamicina (siglas en inglés)
indice de masa corporal

Interferén

Instituto Nacional de Medicina Gendmica

Via intraperitoneal

Yoduro de propidio (siglas en inglés)

Receptor de insulina (siglas en inglés)

Sustrato del receptor de insulina (siglas en inglés)

Prueba de resistencia a insulina (siglas en inglés)

Cinasas c-Jun N-terminal (siglas en inglés)

Patrones moleculares asociados al estilo de vida (siglas en inglés)
Enzima lactato deshidrogenasa (siglas en inglés)

Dominio rico en repeticiones de leucina (siglas en inglés)
Toxina letal del antrax (siglas en inglés)



Ly6G Complejo de antigeno linfocitario 6, locus G (siglas en inglés)

M1 Estado proinflamatorio

M2 Estado antiinflamatorio

MAPK Cinasas activadas por mitdgenos (siglas en inglés)

MCP Proteina quimioatrayente de monocitos (siglas en inglés)

MIP Proteina inflamatorio de macréfagos (siglas en inglés)

mRNA RNA Acido ribonucleico mensajero (siglas en inglés)
mTORc1/2 Blanco mamifero del complejo 1/2 de rapamicina (siglas en inglés)
N12/13 Lineas de ratones transgénicos Nlrplbl

NACHT Dominio central de union a nucleétidos (siglas en inglés)
NF-xB Factor nuclear Kappa Beta (siglas en inglés)

NIrp1/3 Inflamasoma receptor tipo NOD 1y 3 en ratén (siglas en inglés)
NLRP1 Inflamasoma receptor tipo NOD 1 en humano (siglas en inglés)
Nnt Gen enzima antioxidante mitocondrial (siglas en inglés)

NOD Dominio de oligomerizacion a nucledtidos (siglas en inglés)
NPY Neuropéptido Y (siglas en inglés)

OCDE Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico
PAMP Patrones moleculares asociados a patégenos (siglas en inglés)
PCR Reaccidn en cadena de la Polimerasa (siglas en inglés)

PDK1 Quinasa dependiente de fosfoinositol-1 (siglas en inglés)

PERK Cinasa del reticulo endoplasmico (siglas en inglés)

PFA Paraformaldehido

PI3K Fosfatidilinositol 3-cinasa (siglas en inglés)

PKB/Akt Proteina quinasa B (siglas en inglés)

PKC Proteina cinasa 3

POMC Pro-opiomelanocortina

PTB Dominio de union a fosfotirosina (siglas en inglés)

PYD Domino de pirina, de la molécula adaptadora (siglas en inglés)
Rab/GAP Familia de proteinas GTPasas de la siper familia Ras (siglas en inglés)
ROS Especies reactivas de oxigeno (siglas en inglés)

RTK Receptor tirosina quinasa (siglas en inglés)

SARS-CoV?2 Sindrome respiratorio agudo grave causado por un coronavirus nuevo
Ser Serina

SM Sindrome metabdlico

SNP Polimorfismos de un solo nucleétido nucle6tidos Unicos (siglas en inglés)
SOCS3 Supresor de la sefializacion de citocinas 3 (siglas en inglés)
TG Triglicéridos

Thr Treonina

TLR Receptores tipo Toll (siglas en inglés)

TNF Factor de necrosis tumoral (siglas en inglés)

Tyr Tirosina

ucCl Unidad de cuidados intensivos

VL-LDL Lipoproteinas de muy baja densidad (siglas en inglés)
WAT Tejido adiposo blanco (siglas en inglés)

WB Western blot

WHO Organizaciéon Mundial de la Salud (siglas en inglés)



RESUMEN

En la actualidad existe un gran numero de reportes que demuestran la existencia de un
proceso inflamatorio cronico en el tejido adiposo asociado a la obesidad. Las altas cargas
lipidicas y glicemicas resultantes del exceso energético, desencadenan la activacion del
inflamasoma NIrp3, lo que conlleva al procesamiento de las citocinas IL-1p3 e IL-18 y con ello,
al establecimiento del proceso inflamatorio que media las alteraciones metabolicas asociadas a
la obesidad. Estas y otras citocinas inflamatorias inactivan la via de sefializacion de la insulina,
lo que resulta en la resistencia a insulina y posteriormente en el desarrollo de diabetes tipo 2,

enfermedades cardiovasculares o algunos tipos de cancer.

El conocimiento que sustenta la participacion del inflamasoma NIrp3 y del proceso
inflamatorio en las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, se ha generado en animales
C57BL/6J deficientes tanto del inflamasoma como de sus componentes (Caspasa-1 0 Asc). Sin
embargo, a diferencia de los ratones C57BL/6J, otras cepas de ratones como Balb/c, fueron
menos propensas a desarrollar obesidad y alteraciones en el metabolismo de la glucosa al ser
alimentados con una dieta alta en grasas. Se ha identificado que los ratones C57BL/6J portan el
alelo 2 del gen Nlrp1b (NlIrp1b2), mientras que los ratones Balb/c portan el alelo 1 (Nirplbl), y
que estos inflamasomas pueden ser activados diferencialmente y conferir respuestas biologicas
antagonicas. La participacion de estos inflamasomas en un contexto metabdlico entre estas cepas

es desconocida.

En este trabajo, evaluamos los cambios en el metabolismo inducidos por una dieta alta en
grasa en animales de la cepa Balb/c (Nlrplbl), C57BL/6J silvestres (Nlrplb2) y C57BL/6J™
(transgénicos que también expresan al alelo Nlrplbl). Observamos que, aunque los ratones
C57BL/6J™ ganaron el mismo peso que los ratones silvestres al ser alimentados con la dieta
obesogénica, el proceso inflamatorio en el tejido adiposo fue menor, ademas de mostrar un perfil
antiinflamatorio. De acuerdo con esto, los ratones C57BL/6J'9 presentaron una mejor tolerancia
a la glucosa y sensibilidad a la insulina, mientras que sus contrapartes silvestres presentaron

intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en respuesta a la dieta obesogénica.



Demostramos que el efecto protector del inflamasoma NIrplbl en los ratones C57BL/6J
obesos es mediado por la IL-18. Esto debido a que cuantificamos mayores niveles de esta citocina
en el tejido adiposo de los ratones C57BL/6J™9, asi como en ratones Balb/c independientemente
de la dieta. Este aumento, indujo un claro aumento de la lipolisis y la disminucion en la
dislipidemia en ratones C57BL/6J™ resultante de la dieta obesogénica. De acuerdo con esto, la
exposicion de adipocitos 3T3-L1 a IL18 in vitro, indujo un incremento en la activacion de la

enzima HSL, clave en la movilizacion de acidos grasos en estos adipocitos.

En conjunto, nuestros datos indican que el inflamasoma NIrplbl, en respuesta al exceso
calérico resultante de la ingesta de una dieta rica en grasas, modula negativamente las
alteraciones metabolicas a través de promover la produccion de IL18, y atenuar el proceso
inflamatorio en el tejido adiposo. Esto pone de manifiesto que la expresion diferencial de
variantes alélicas que codifican para componentes del inflamasoma, podrian controlar la

susceptibilidad o la resistencia a desarrollar alteraciones metabolicas inducidas por la obesidad.

Congruente con esta idea, encontramos en una poblacion mexicana mestiza que variantes
alélicas del gen NLRP1 humano, se asocian con menores niveles de glucosa en sangre y mayores
niveles de HDL, aunque también con un incremento en el nivel de obesidad. Esto sugiere que
variantes alélicas de NLRP1 pueden tener un efecto protector y disminuir el riesgo de desarrollar

alteraciones metabdlicas.
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INTRODUCCION

La obesidad en el mundo y en México.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), el sobrepeso y la
obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa, la cual representa un riesgo
para la salud [']. Respecto a la clasificacion mundialmente aceptada, se dice que un individuo con
sobrepeso tiene un indice de masa corporal (IMC) mayor a 25, y con obesidad cuando el IMC es mayor
a30[?.

De acuerdo con esta clasificacion, la prevalencia de la obesidad ha ido aumentando a lo largo del
tiempo, sin embargo, se ha conservado constante tanto en mujeres como en hombres a nivel mundial
desde los afios 90°s [%]. Para el afio 2005 se reportd una prevalencia del 33% de sobrepeso en la poblacion
adulta. En el afio 2016, el 39% de los adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso y 13% obesidad, y se
prevée que de continuar esta tendencia, la prevalencia aumente a 57.8% para el afio 2030 en el mundo,
por lo que la obesidad es considerada una pandemia [?].

La Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE), integrada actualmente por
35 paises, México incluido, reportd en el 2015 que 1 de cada 2 personas tenia sobrepeso u obesidad, en
casi la mitad de los paises de la OCDE [*]. En el afio 2017, México se coloco como el segundo pais con
la tasa méas alta de obesidad (32.4%) después de Estados Unidos (38.2%), dentro de los paises

pertenecientes a la OCDE [*°].

En el 2012, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de México (ENSANUT) registré que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos mexicanos mayores de 20 afios era del 71.3%. De éstos
el 38.8% correspondio al sobrepeso y el 32.4% a la obesidad [®]. Para el afio 2018, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad fue del 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad), con ello, 7 de cada 10 adultos
contintian padeciendo sobrepeso u obesidad []. Esto es alarmante dado que el tener una condicion de
sobrepeso u obesidad, predispone a los individuos al desarrollo de diversas enfermedades como se

discutira a continuacion.
Las complicaciones de la obesidad.

Entre los principales factores que llevan al desarrollo de la obesidad, se encuentra la excesiva
disponibilidad e ingesta de alimentos, asi como una vida sedentaria. Dichos factores, alteran

drasticamente el balance energético normal que existe entre la oferta de kilocalorias obtenida de
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alimentos, y los requerimientos metabolicos de los organismos; es decir, existe un desequilibrio donde

el consumo caldrico es mayor que el gasto energético de los individuos [9].

Actualmente, la obesidad es considerada ya una enfermedad, dada la premisa de que una
enfermedad es “una condicion en la cual se encuentra alterado el funcionamiento normal de un
organismo, y esta se manifiesta tipicamente al distinguir signos y sintomas”, segin el diccionario

Merriam-Webster [°].

Acorde con esto, la obesidad representa una enfermedad multifactorial y compleja, ademés de que
por cada incremento de 5 puntos posterior a un IMC normal el cual es de 25 kg/m?, aumenta la mortalidad
general en un 30%. Dado que la obesidad no es particular de un solo pais como ya mencionamos

anteriormente, coloca a la obesidad como un grave problema de salud pablica a nivel mundial [*°].

Las personas que padecen de obesidad presentan un mayor riesgo a desarrollar un gran nimero de
comorbilidades asociadas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), enfermedades cardiovasculares (ECV),
falla renal, apnea del suefio, tromboembolismo, e incluso algunos tipos de cancer [*°]. Por lo que no es
sorprendente que la prevalencia, por ejemplo de la DM2 sea tan cercana a las tasas de prevalencia de la
obesidad [*!]. De hecho, muchas de las complicaciones que se presentan en individuos con obesidad se
presentan también en personas con alteraciones metabdlicas como sindrome metabolico (SM),
prediabetes, DM2 y dislipidemias (Figura 1) [*?].

De igual forma, se ha asociado a la obesidad con una mayor susceptibilidad y severidad a
infecciones. En especial infecciones del tracto respiratorio, infecciones cutaneas y postquirurgicas, las
cuales pueden prolongar la estancia hospitalaria o incrementar el riesgo de mortalidad [*3419].
Recientemente, estudios derivados de la pandemia causada por la infeccién con el SARS-CoV2
(sindrome respiratorio agudo grave causado por un coronavirus nuevo) muestran que la obesidad es un
factor importante y de alto riesgo para la hospitalizacion, el ingreso a la unidad de cuidados intensivos
(UCI) y el desarrollo de consecuencias graves que pueden llevar a la muerte, en caso de enfermar por
COVID-19 [*&-19].

Las anormalidades metabodlicas observadas en un estado de obesidad, suelen considerarse
“enfermedades complejas”, ya que los individuos que las presentan manifiestan alteracion del
metabolismo energético y multiples perturbaciones en la homeostasis del metabolismo de la glucosa
incluyendo: (1) alteraciones en la secrecidn de insulina por las células pancreéticas; (2) resistencia a la

insulina (efecto disminuido de la accion de la insulina al unirse a su receptor) en masculo, higado, tejido
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adiposo e hipotalamo, y, por tanto, (3) anormalidades en la absorcion de la glucosa en drganos

metabdlicamente activos [1%%].

Por lo que el monitoreo de los parametros antropométricos de las personas (IMC, circunferencia
de cintura) y parametros metabdlicos (niveles de glucosa basal, perfil lipidico) es crucial, ya que de esta
forma se puede determinar el estado de salud de los individuos y, en caso de ser necesario, sugerir
cambios en el estilo de vida [**]. Esto es debido a que la existencia de alteraciones en estos parametros
podria ser indicativo del desarrollo de obesidad, que a la larga podria desencadenar en el desarrollo de
alteraciones metabdlicas como ya se menciond. Desgraciadamente, este tipo de alteraciones no solo se
han limitado a la poblacion adulta, sino que también se han detectado en la poblacion juvenil de forma

cada vez mas frecuente [*32122],
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Comorbilidades relacionadas con la obesidad

Riesgos metabolicos

Hipertension
Obesidad ™ Prediabetes o
Resistencia a la insulina

Dislipidemia Menor calidad de vida
— Severa respuesta ante patégenos

Comorbilidades Menor prondstico de vida

Enfermedades cardiovasculares
Diabetes Mellitus tipo 2

Falla renal
Figura 1. Comorbilidades y enfermedades metabdlicas relacionados con la obesidad.
Los individuos con obesidad tienen un alto riesgo a desarrollar enfermedades complejas como pueden ser cancer y
padecimientos cardiovasculares las cuales, de no ser atendidas, terminan en comorbilidades y con ello, disminuyen la calidad
de vida de las personas. Es importante mencionar que, aun en ausencia de comorbilidades, el presentar obesidad, predispone
a las personas a desarrollar ateroesclerosis, disfuncion cardiaca, mal prondstico contra infecciones por patégenos, asi como a
una respuesta inmune ineficiente.
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Mecanismo de accion de la insulina.

Antes de describir la fisiopatologia ocasionada por la obesidad, comenzaremos por describir la
importancia de los efectos de la insulina en la fisiologia normal en el metabolismo de carbohidratos y de
lipidos. En este sentido, se sabe que la insulina es una hormona polipeptidica, la cual es en gran medida
responsable de provocar diversos efectos metabdlicos en el organismo. Su importancia va de la mano

con el de la glucosa, considerada como “la unidad basica de combustible” en nuestros cuerpos.

Si bien se reconoce que la insulina es una hormona producida, y secretada por las células  del
pancreas en respuesta al aumento de los niveles de glucosa, aminoécidos, cetoacidos y &cidos grasos en
circulacion [?%]. Hoy en dia se sabe que la insulina también se puede sintetizar localmente en la corteza
cerebral [2#%]. Esta insulina derivada de neuronas, es capaz de modular rapidamente los mecanismos
sinapticos y microcircuitos en el cerebro, lo que sugiere que es capaz de regular la homeostasis energética
conforme la demanda de las redes neuronales lo requieran [2*]. De hecho, los receptores de insulina y las
vias de transduccion de sefiales descritas en tejidos de la periferia, son también similares a la amplia
gama de funciones en el sistema nervioso central [?®]. Sin embargo, para fines de este trabajo, nos

enfocaremos en el efecto de la insulina sobre los tejidos periféricos.

Inmediatamente después de una comida rica en grasas y carbohidratos, el intestino delgado absorbe
los carbohidratos de los alimentos digeridos. Con ello, los niveles de glucosa en sangre aumentan (130-
180 mg/dL), el cual es un estimulo suficiente para que las células 3 del pancreas secreten insulina (Figura
2[7].

Se han descrito 2 principales vias activadas por la accion de la insulina: 1) la via de las cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y 2) la via de fosfatidilinositol 3-cinasa (P13K). En la via MAPK,
Erk1/2 tiene una amplia gama de sustratos potenciales, incluyendo factores de transcripcion y otras
cinasas que principalmente participan en la regulacion de la expresion génica de tejidos sensibles a la
insulina, pero no en la regulacion del transporte de glucosa [%]. Mientras que en la activacion de la via
de la PI3K, Akt también conocida como la proteina cinasa PKB es la principal cinasa por la cual la
insulina ejerce sus funciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Figura 2) [%].

La insulina inicia sus acciones bioldgicas tras la union a su receptor (IR), localizado en la
membrana de su célula diana. Dicho receptor es un heterotetramero compuesto por 4 subunidades; 2
subunidades o y 2 subunidades B unidas por puentes disulfuro. Una vez que la insulina se une a la
subunidad o generara un cambio en la conformacion de la estructura que activara la funcién intrinseca

cinasa de tirosina (RTK) de la subunidad 3, por lo que al ser estimulado por su ligando (insulina) se
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autofosforilara en residuos de tirosina (Tyr). Las subunidades fosforiladas permiten el reclutamiento de
varias proteinas, dentro de las cuales destaca el llamado sustrato del receptor de insulina (IRS-1), que
contienen un dominio amino-terminal de homologia a pleckstrina (dominio PH) altamente conservado,

seguido por un dominio de union a fosfotirosinas (PTB, Figura 3) [%].

A partir de la fosforilacion de IRS-1 la via puede tomar diversos caminos, sin embargo, para fines
del trabajo hablaremos de la via PI3K. Entonces, la fosforilacion en tirosinas de IRS-1 permite reclutar
y activar a la PI3K, la cual fosforila al PIP2 en la pocion 3 del anillo de inositol para convertirlo en PIP3
en la membrana [?°]. Esto sirve de anclaje para la proteina PDK1 y también para la proteina Akt/PKB al
fosforilarlas en dos sitios reguladores especificos. La primera fosforilacion se lleva acabo en la treonina
308 (Akt™3%) 'y |a segunda fosforilacion en el dominio C-terminal de la serina 473 (Akt>*™") [°]. La
fosforilacion de Akt en la Ser473 también puede ser mediada por otras cinasas como mTORC2 [*°], o la

cinasa ligada a la integrina (ILK) [*'].

De esta forma, Akt/PKB regula varios de los efectos metabolicos de la insulina a través de regular
la activacion de diferentes sustratos que propagan la respuesta como FOXO; aumento de adipogénesis
[*?], GSK3; aumento en la sintesis de glucogeno [**] y caspasa 9; disminucion de apoptosis [*4]. Sin
embargo, el trasporte de glucosa mediado por la accién de la insulina es promovido por el transportador
de glucosa tipo 4 (GLUT4), el cual viaja de compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica
(Figura 3) [*].

Para que GLUT4 intervenga, es necesaria la participacién de la proteina AS160 (contiene un
dominio Rab/GAP) [*]. AS160 en su estado no fosforilado se encuentra activa y regula negativamente
a proteinas Rab-GTP, las cuales participan en el trafico vesicular de GLUT4. Pero cuando AS160 es
fosforilada por Akt/PKB se inhibe, por lo que se aumenta el trafico vesicular dependiente de Rab-GTP,
e induce que GLUT4 pueda ahora ser transportado a la membrana plasmatica [*"].

Como resultado, GLUT4 puede introducir glucosa exdégena a las células de d&rganos
metabo6licamente activos, y ello permite que se cumplan funciones vitales, ademas de disminuir los
niveles de glucosa en sangre (hipoglucemia o “bajo nivel de azicar™), por lo que se dice que, la insulina
es una hormona hipoglucemiante [>>8]. De acuerdo con esto, una vez que los niveles de glucosa caen

por debajo del umbral de deteccidn, las células B pancredticas disminuyen la liberacion de la insulina

[39]_
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Efectos metabolicos de la insulina en el organismo.

Los efectos metabolicos de la insulina median una amplia gama de acciones especificas para cada
tejido, de igual forma se involucran cambios rapidos en la fosforilacion y la funcién de proteinas, asi
como cambios en la expresion de genes [*°]. En este contexto, la respuesta generada por el efecto de la
insulina en el higado y masculo, tiene como resultado el aumento en la tasa de sintesis del glucogeno
(glucogénesis), y posteriormente, este glucégeno almacenado serd fuente de energia en reserva. De
acuerdo con esto, se inhibe la tasa de glucogendlisis en higado, es decir, se evita el proceso catabolico

que hace referencia a la degradacion del glucégeno a glucosa para que sea liberada al torrente [].

Con respecto al tejido adiposo, sabemos que es el principal érgano de almacenamiento de energia,
y esto se ve reflejado en su capacidad de guardar lipidos. A través de la alimentacion, la insulina estimula
la sintesis de lipidos y adipogénesis, por lo que la sintesis y el almacenamiento de triglicéridos (TG) en
el tejido adiposo es crucial y estrictamente regulado, sin embargo, este proceso también es llevado acabo

en el higado, musculo, corazén y pancreas [*?].

La glucosa es también un sustrato para la sintesis de novo de &cidos grasos, por lo que, en respuesta
al incremento en los niveles de glucosa, la insulina estimula su absorcion en los adipocitos (unidad celular
que forma al tejido adiposo), y activa las enzimas glucoliticas y lipogénicas [**]. De acuerdo con esto, se
inhibe la lipdlisis y la degradacion de proteinas en el tejido adiposo [*]. Por otro lado, a pesar de que la
lipolisis se produce principalmente en el tejido adiposo, este no es promovido por la insulina, pues otras
hormonas tiene que ver con este proceso como son las catecolaminas (epinefrina y norepinefrina), la

hormona de crecimiento, el cortisol y el glucagdn [*4%].

Es importante mencionar que durante la hipoglucemia (niveles bajos de glucosa que pueden ir de
80 a 55 mg/dL) la cual puede darse durante un estado de ayuno o ejercicio intenso, pueden mantenerse a
través de dos mecanismos principalmente desarrollados en el higado. El primero denominado
gluconeogénesis; que resulta de la generacion de glucosa a partir de fuentes que no son carbohidratos;
como proteinas, lipidos, piruvato o lactato. Y el segundo conocido como glucogendlisis; que es la
degradacion del glucogeno a glucosa y como mencionamos, también se almacenan tanto en higado como
en musculo. También, durante el ayuno y el ejercicio, se favorece la tasa de oxidacion de acidos grasos

en el masculo, y aumenta la tasa de sintesis de colesterol en el higado [*6].

Debido a que el metabolismo de carbohidratos mantiene la homeostasis del organismo, es necesario
que el estado nutricional del cuerpo sea monitoreado y regulado. El hipotdlamo es un érgano del sistema

nervioso central capaz de interpretar e integrar diferentes sefiales del medio ambiente por medio de
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niicleos de células especificas [*']. A través de estas sefiales, se mantiene la homeostasis del organismo
mediante la regulacion de funciones vitales que incluyen ciclos de suefio, temperatura corporal, flujo
sanguineo, respuesta al estrés, respuesta inmune, asi como también la regulacion del consumo y gasto de

energia como se discutiran a continuacion [4849].
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Figura 2. Liberacion de la insulina por células beta pancreéticas.

La insulina es sintetizada como preproinsulina de 110 aminodcidos, y después pasa por la membrana de reticulo
endoplasmaético y es modificada postranscripcionalmente, para dar lugar a la proinsulina de 86 amino4cidos. Finalmente, es
procesada para generar la insulina madura con 51 aminoacidos y 3 puentes de disulfuro . De esta forma, la insulina asegura
su correcto plegamiento pues de lo contrario, un mal plegamiento de la insulina ocasiona la pérdida de su funcién lo cual
podria causar el desarrollo de diabetes. La insulina es empaquetada y guardada en granulos secretorios acumulados en el
citoplasma. A medida que los transportadores GLUT4 introducen la glucosa al interior de la célula, ésta es fosforilada por la
glucocinasa, lo que causa un aumento en el cociente de la concentracién del adenosin trifosfato entre el adenosin difosfato
[ATP/ADP]. Esto ocasiona el cierre de los canales de potasio (K*). El aumento en la carga positiva al interior de la célula
despolariza la membrana y activa los canales de calcio (Ca**), por lo que se introduce este ion a la célula. El rapido aumento
de calcio [Ca**] desencadena la exocitosis de la insulina de los granulos secretores al exterior de la célula.
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Figura 3. Mecanismo de accidén de la insulina.
La insulina secretada por las células B pancreaticas circulante por el torrente sanguineo, tiene una vida media de 3 a 5 min
hasta reconocer a su receptor de superficie (1). El receptor de la insulina (IR) consta de 2 subunidades o que se encuentran
localizadas en el exterior de la membrana plasmatica y 2 subunidades B que tienen una porcién extracelular, una
transmembranal y una intracelular donde se localiza el dominio con actividad cinasa de tirosina (Tyr). Tras la union de la
insulina al receptor, éste se activa y se autofosforilan los residuos de Tyr, lo cual, a su vez, activa a IRS al fosforilarlo en
residuos de Tyr. Es asi, como se da inicio a una casada de sefializaciones que dependen de una fina regulacion y de un gran
numero de interacciones proteicas (2-3). En el caso aprovechar la glucosa, el resultado final se da tras la activacion de
PKB/Akt, con ello se promueve la fosforilacion de AS160, la cual participa en el trafico vesicular de GLUT4 (4). De esta
forma, GLUT4 es translocado a la membrana celular y puede introducir glucosa circulante al interior celular (5).
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Control del consumo y gasto energetico; el hipotdlamo como regulador central de la homeostasis

energética.

Debido al problema de salud que representa la obesidad y las alteraciones que causa en organismo,
se ha logrado un gran avance en la bldsqueda de tratamientos y estrategias para contrarrestar dicha
condicion y alteraciones. La mayor parte de nuestro conocimiento sobre la regulacion de la ingesta y el
gasto energetico, ha derivado de estudios relacionados con el ayuno o con obesidad en modelos animales
y en humanos. De acuerdo con varios estudios, el hipotalamo es capaz de regular varias funciones vitales
entre las que se encuentra la ingesta y el gasto energético, esto mediante diferentes tipos de células las

cuales conforman el ncleo arquato (ARC) [*].

Dicho antes, luego de la digestion de los alimentos y en respuesta al incremento de los niveles de
glucosa en sangre, se libera insulina de las células B pancreéticas, asi como leptina que es una hormona
secretada fundamentalmente por el tejido adiposo (adipocina), ademas de otras hormonas
gastrointestinales que regulan la saciedad [>*®°]. Los niveles en circulacion tanto de insulina como de
leptina son proporcionales a los niveles de glucosa y grasa corporal, respectivamente. Ademas, ambas

hormonas tiene la capacidad de acceder al hipotalamo a través de un sistema de captacion especializado
[52,53]_

En el ARC, dos poblaciones neuronales se encargan de regular y mantener la homeostasis
energética del organismo; las neuronas anorexigénicas que producen el péptido estimulante de los
melanocitos (aMSH) derivado de pro-opiomelanocortina (POMC), y al péptido relacionado a la cocaina
y anfetamina (CART), a través de ellos promueven la saciedad y el gasto energético. Mientras que las
neuronas orexigénicas expresan tanto el péptido relacionado con agouti (AgRP), como el neuropéptido

Y (NPY) y con ello se promueve el apetito [**].

Asi, a través de estas poblaciones neurales, la insulina y la leptina regulan el balance energético.
Por un lado, los niveles elevados tanto de la leptina como de la insulina inhiben la funcion de las neuronas
orexigenicas, por lo que se inhibe la ingesta de alimentos, y se promueve el gasto energético (Figura 4)
[3°52%5], En un estado de ayuno, los niveles bajos de leptina seran detectados por las poblaciones
neuronales orexigénicas y se impulsara el aumento del apetito. De igual forma, la grelina una hormona
que se produce predominantemente en el estdmago, también aumenta el apetito y la deposicion de grasa,
a través de inducir la produccién de NPY y AgRP y reduce la produccion y liberacion de POMC (Figura
4) [56,54,57].
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Es importante dejar en claro que la participacion de las adipocinas, asi como la insulina, tienen la
capacidad de controlar funciones en otros 6rganos ademas del cerebro y el tejido adiposo, como son el
higado, el masculo y el estomago (Figura 5), pero para fines del proyecto no daremos detalles.

Establecimiento del proceso inflamatorio en el eje hipotalamo-6rganos metabolicos.

La regulacion del balance energético requiere de una comunicacion de los procesos llevados acabo
en el cerebro, el tracto digestivo y los 6rganos metabdlicamente activos, es decir, entre el hipotalamo y
el tejido adiposo especificamente (Figura 5) [*®°°]. Como mencionamos anteriormente, el consumo
cotidiano de alimentos con un alto contenido caldrico, la falta de ejercicio fisico (gasto de energia
disminuido), el sedentarismo, entre otros factores que pueden ser geneéticos, por ejemplo. Causan
alteraciones en las vias que controlan la ingesta y el gasto energético tanto en el hipotdlamo como en
6rganos de la periferia. Esto a la larga contribuye al desequilibro del metabolismo energético, y
finalmente culmine en el sobrepeso u obesidad, que eventualmente dara paso al desarrollo de alteraciones

en la homeostasis del metabolismo de glucosa y lipidos [5¢].

Con respecto a las alteraciones en las vias de sefializacion llevadas acabo en el hipotalamo, estudios
en murinos han demostrado la existencia de un ambiente inflamatorio en dicho 6rgano ocasionado
justamente por el exceso calorico [®°]. En dichos modelos, se han identificado niveles elevados de
mediadores inflamatorios tales como IL-1p, TNF e IL-6, y éstos correlacionan con la resistencia a leptina
e insulina mostrada en la obesidad [625%]. También se ha identificado una mayor activacion de cinasas
como JNK (cinasas c-Jun N-terminal) e IKK/NF-«xB (factor nuclear kappa B), y con ello se ha visto una
regulacion negativa de la via de sefializacién tanto de la insulina, como de la leptina, por lo que favorecen

su resistencia, y esto contribuye a que se alteren mecanismos homeostaticos en el hipotalamo [545%].

Dicho proceso inflamatorio no solo ocurre en el hipotalamo en un estado de obesidad, si no que
también se ha determinado en otros 6rganos como el tejido adiposo de animales e individuos humanos
obesos [%]. Sobra decir que, este proceso inflamatorio tiene un impacto negativo en las funciones de
otros tejidos como el muscular y hepético, por lo que se promueven perturbaciones en sus funciones
manifestandose finalmente alteraciones metabdlicas [°°]. Esto deja en claro que la inflamacion asociada
a la obesidad resultante del exceso energético, acelera el desarrollar alteraciones en la homeostasis del

metabolismo de carbohidratos y lipidos.
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Figura 4. Circuito hambre-saciedad y requlacién energética.

En el cerebro (1) el balance energético depende de las sefiales compensatorias censadas por el nicleo hipotaldmico (2). La
ingesta de alimentos (via orexigénica) se promueve mediante la union de la grelina al receptor GHSR en las neuronas
NPY/AgRP, bloqueando la sefializacién anorexigénica. La leptina y la insulina se unen a sus receptores especificos en las
neuronas POMC/CART, lo que promueve la saciedad y el gasto energético (via anorexigénica). Ademas, la leptina y la
insulina en las neuronas NYP/AGRP inhiben la sefializacién de AgRP (3). Toda la regulacién energética es mediada por
hormonas liberadas de 6rganos periféricos, que de acuerdo a su estado las secretan para promover la saciedad o el hambre (4).
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Figura 5. Comunicacion entre adipocinas con drganos metabdlicamente activos.

La investigacion del metabolismo ha logrado establecer al adipocito como un mediador central en la regulacién de la
homeostasis sistémica de nutrientes y energia. Sin embargo, el masculo y el higado también tienen un papel importante al
operar en multiples niveles del control del metabolismo. De acuerdo con esto, en los diferentes drganos involucrados en el
metabolismo destaca la participacion de 3 adipocinas criticas: la adiponectina, la resistina y la leptina.
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Desarrollo del proceso inflamatorio en el tejido adiposo.

En los ultimos afios, el tejido adiposo se ha convertido en un foco central de estudios sobre los
mecanismos implicados en las alteraciones y enfermedades relacionadas con la obesidad. En el ser
humano el tejido adiposo esta compuesto principalmente por el tejido adiposo blanco (WAT, siglas en
inglés) que almacena energia en forma de TG [*’]. Mientras que el tejido adiposo marron (BAT, siglas
en inglés) a través de disipar energia produce calor, por lo que es responsable de la termogénesis [*4].
Para fines del proyecto nos centraremos sobre las caracteristicas del WAT.

El WAT tiene una funcion importante en la homeostasis del organismo, pues mas alla de ser un
organo con la capacidad de almacenar reservas lipidicas, las cuales pueden ser utilizadas de acuerdo a la
demanda energética de cada individuo [°®], es también un tejido con actividad endocrina. Esto se debe a
su capacidad de secretar una gran variedad de adipocinas como la leptina que tiene efecto en el

hipotalamo y regula tanto la ingesta como la saciedad, tal como se mencion6 previamente [°7].

Se ha evidenciado que el WAT tiene un papel central en la progresion hacia la fisiopatologia de
alteraciones metabdlicas. Se ha postulado que la obesidad inicia con el exceso de adiposidad y que existe
una correlacion positiva entre una mayor acumulacion de grasa (IMC >25), con el desarrollo de DM2 y
ECV [%77]. Esto plantea la posibilidad de la existencia de una disfuncion del tejido adiposo con trastornos

y complicaciones relacionadas con enfermedades metabolicas ['*2].

Este aumento de la adiposidad resultante del exceso calorico, se debe a que los adipocitos tienen la
capacidad de incrementar tanto su tamafio (hipertrofia), como su ndmero (hiperplasia, Figura 6) ["®]. De
manera interesante, el tamafio de los adipocitos tiene una correlacion inversamente proporcional con la
sensibilidad a la insulina, ya que, individuos obesos que presentan adipocitos de mayor tamafio, muestran
menor sensibilidad a la insulina, mientras que aquellos con adipocitos mas pequefios muestran mayor
sensibilidad [47°].

De igual forma, con la excesiva expansion del WAT aumentan las necesidades nutricionales y de
oxigenacion, las cuales debido al exceso de adiposidad no son completamente abastecidas de manera
homogénea, lo que resulta en que los adipocitos hipertréficos se encuentren en constante estrés ["°]. Esto
induce la produccion de especies reactivas de oxigeno que en conjunto con el desabasto de nutrientes,
promueven su muerte []. La liberacion del material celular al medio extracelular como resultado de esta
muerte, induce una respuesta inflamatoria estéril (no microbiana, Figura 6), ya que, dicho material es
censado como una sefial de dafio al ser reconocido por sus patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP, siglas en inglés) ["®].
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Establecimiento del proceso inflamatorio en el tejido adiposo, la metainflamacion.

Si bien se reconoce que los DAMPs pueden inducir una respuesta inmune la cual después de un
tiempo puede volver a homedstasis, actualmente se propone la existencia de otros tipos de patrones
moleculares capaces de inducir una respuesta inmune estéril, la cual no es resuelta por los mediadores
inmunes ["°]. Dichos patrones reconocidos son producidos por el estilo de vida industrializado que
actualmente se lleva, por lo que han sido denominados LAMP (patrones moleculares asociados al estilo
de vida, por sus siglas en inglés) ["°].

Entre los diversos DAMPs capaces de inducir una respuesta inflamatoria y que se encuentran
constantes en un estado de obesidad son; altas concentraciones de &cidos grasos libres [%°], altas
concentraciones de glucosa [%Y], ATP [%?], y ceramidas [®%], mientras que esfingolipidos como el
colesterol son ejemplos de LAMPs [34%°].

De esta forma, tanto DAMPs como LAMPSs son reconocidas por una amplia gama de celulas
centinelas como son los macrofagos, células dendriticas, mastocitos, eosinofilos, baséfilos, entre otras
células residentes del WAT, las cuales tienen capacidad de promover una respuesta inmune ["°]. Como
sabemos en condiciones normales, dichas células tienen la funcién primordial de eliminar los restos
celulares y mantener la homedstasis de 6rganos a través de un estado antiinflamatorio o M2 [%]. Sin
embargo, debido al constante estrés en el WAT causado por la hipertrofia e hiperplasia de la obesidad,
en conjunto con el reconocimiento de DAMPs y LAMPs, se promueve un ambiente proinflamatorio o
M1, caracterizado por la constante produccion de citocinas inflamatorias, como discutiremos méas

adelante [®7].

Debido a este estado inflamatorio, se ha propuesto un nuevo concepto a la inflamacion relacionada
con las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, es decir, debido al exceso de nutrientes y
excedentes de origen metabolico se le ha denominado “metainflamacion” (Figura 6) [%]. Ya que a
diferencia del concepto clasico de la inflamacion, al ser reconocidos estos excedentes metabolicos por
mediadores inmunes, se generan y activan moléculas y vias de sefializacion inflamatorias clasicas [#89].
Debido a su persistencia, se tendra como consecuencia la afectacion de organos metabolicos y la

promocidn de diversas enfermedades como DM2, ECV, entre otras [°*Y].
El papel de algunos componentes inflamatorios y estructuras en la metainflamacion.

Con respecto a algunos componentes inflamatorios involucrados en la exacerbada respuesta
inflamatoria en el WAT inducida por la obesidad, se han reportado altos niveles de la caspasa-1 (Casp-

1) la cual es considerada una caspasa proinflamatoria [%?], asi como también altos niveles de la citocina
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proinflamatoria IL-1B [*]. La produccion de ambas citocinas esta relacionada con un tipo de muerte
celular inflamatoria conocida como piroptosis [**]. Por ello, se especula que en una condicion de
obesidad, los adipocitos podrian morir por piroptosis lo que contribuiria al aumento del estado

inflamatorio [*].

Cabe mencionar que la activacion de Casp-1 estd regulada por complejos multiproteicos
citoplasmaticos denominados inflamasomas, considerados anélogos al apoptosoma [*?]. Uno de los
inflamasomas mayormente estudiados y que tiene la capacidad de activar a Casp-1, es el inflamasoma
NIrp3 del cual se daran detalles mas adelante [®%]. Una vez activa la Casp-1, es capaz de procesar a la IL-
1B [%]. Existen numerosos reportes en los cuales se ha relacionado la activacion de estas citocinas con
la promocion de la metainflamacion en el WAT y que contribuyen al desarrollo de alteraciones

metabolicas [*%9].

Por otro lado, la muerte de adipocitos hipertréficos y la liberacion de su contenido al medio
extracelular (DAMP), conducen a un mayor reclutamiento y activacion de macrofagos [*®°]. Se ha
evidenciado que este reclutamiento de macrofagos en el WAT conduce a la formacion de estructuras
atipicas en forma de corona (crown-like structures; CLS) [*%Y]. Las CLS se relacionan con la promocion
de la metainflamacion [*%?], pues datos obtenidos en modelos animales alimentados con dietas altas en
grasa (DAG), dejan en claro una correlacion positiva entre el tiempo de alimentacion con la DAG, con
el aumento de las CLS y con ello, el aumento de la IL-1p ["®%], lo que correlaciona con la resistencia a
la insulina [®]. Por lo tanto, la aparicion de las CLS en un estado de obesidad, sugiere cambios no solo
en la estructura del tejido adiposo, sino también el establecimiento del estado proinflamatorio crénico y

sostenido, caracterizado por la constante secrecion de citocinas proinflamatorias (Figura 6) [*1%4].

Esta bien caracterizada la participacion de los macréfagos y la polarizacion de la respuesta inmune
de M2 a M1 en el WAT [*%]. Sin embargo, no se descarta la participacion de otras células inmunes
residentes en este tejido, de hecho, se ha discutido el potencial terapéutico de otras células inmunes
residentes en el WAT con el objetivo de abordar nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento de las
enfermedad relacionadas con alteraciones metabdlicas ocasionadas por la obesidad [*°¢]. Sin embargo,

para fines del proyecto no daremos mas detalles.
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El tejido adiposo se encuentra en comunicacion con los 6rganos donde se involucra la nutricion, el metabolismo y la
inmunidad. Las células inmunes residentes en el tejido adiposo tienen un papel muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis local, asi como de otros 6rganos. Los cambios inducidos por la obesidad afectan tanto el nimero, como el tamafio
de los adipocitos, e inducen un reclutamiento mayor de células inmunes, la cuales dan como resultado la activacion de una
respuesta inflamatoria local (tejido adiposo) y sistémica (metainflamacion). Se propone a la inflamacion del tejido adiposo
como un mecanismo central que se induce por la obesidad, y que se conecta con varias complicaciones metabdlicas a través
de otros tejidos y érganos. Esto contribuye en gran medida a desarrollar enfermedades como la DM2, hipertensi6n arterial,

cardiopatia isquémica, entre otras.
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El mecanismo molecular de la fisiopatologia ocasionada por la obesidad.

El metabolismo de carbohidratos es de gran relevancia [*°"1%], ya que de existir perturbaciones,
esto conlleva a alteraciones severas en todo el organismo [1%!10], Es importante definir el mecanismo
molecular y la participacion de otros componentes inmunes que subyacen a estas alteraciones

metabolicas desencadenadas por la obesidad.

De acuerdo con lo que hemos mencionado anteriormente, en una condicion de obesidad la
infiltracion de macrofagos en el WAT tendra un papel importante en promocionar la metainflamacion
afectando principalmente 6rganos metabdlicamente activos [**7]. Esto, a través de la constante secrecion
de citocinas inflamatorias como Casp-1 e IL-1 que promueven la resistencia a la insulina considerada

uno de los principales predecesores de la patogénesis y etiologia de la DM2 [*%].

Algunas otras vias inflamatorias activadas por diferentes citocinas en Grganos
insulinodependientes, involucran la participacion de diversas cinasas de serina y treonina (Ser/Thr), que
en conjunto, bloquearan de forma especifica la via de accion de la insulina y de esta forma se da paso a
la resistencia a la insulina [1*314]. Entre las Ser/Thr cinasas relacionadas con la obesidad y la resistencia
a insulina se encuentran; JNK, PKC, mTOR, S6K, IKK, y ERK1/2 ().

Las cinasas induciran la fosforilacion de diferentes residuos de Ser en el IRS-1, lo que deriva en
varios efectos negativos: (a) conducen a la inhibicion de la fosforilacion de Tyr de IRS-1; (b) reducen el
nivel de proteina de IRS-1 (acelera la degradacion de IRS), (c) reducen la asociacion de IRS-1 con PI3K,
por lo que todos estos eventos contribuyen a la inhibicion de la funcién IRS-1y la pérdida del efecto de
accion de la insulina [*>11]. Algunos de los residuos Ser de IRS-1 fosforilados por estas cinasas e
involucrados en la inhibicion de la accion de la insulina son: la Ser302, Ser307 (Ser312 en humanos),
Ser318, Ser612 (Ser616 en humanos), Ser632, Ser789 (Figura 7) [*'°].

El papel de las citocinas en la fisiopatologia ocasionada por la obesidad.

La actividad de JNK e IKK puede ser modulada por citocinas inflamatorias como TNF [12°], de
esta forma pueden inhibir la via de sefializacion del IR, por lo que, algunas citocinas son consideradas
marcadores bioldgicos en una condicion de obesidad [*?!]. Dentro de las citocinas proinflamatorias que
estan directa o indirectamente relacionados con la resistencia a insulina en un estado de obesidad se

encuentran: TNF, IL-6, IL-1p, IL-18, asi como algunas quimiocinas (Figura 7) [*??].

De hecho, el primer vinculo reportado donde se asociod la obesidad con un estado de inflamacion

fue cuando Hotamisligil y colaboradores, [*%*] observaron un aumento en la expresion de la citocina
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proinflamatoria TNF en el tejido adiposo de 4 cepas diferentes de roedores modelos de obesidad y
diabetes. Posteriormente, se demostrd que ratones que carecian de TNF o sus receptores, mostraban
mayor sensibilidad a la insulina a pesar de ser alimentados con una DAG [}24127],

El mecanismo por el cual IL-6 induce resistencia a la insulina es complicado y controversial [*?°].
Debido a que se estima que un tercio de la IL-6 circulante en individuos sanos, se origina en el tejido
adiposo, por lo que la IL-6 es considera también una adipocina [*?]. Sin embargo, a pesar de que los
adipocitos secretan una fraccion de IL-6, se sabe que la otra parte es producida particularmente por los
macrofagos [**%]. Al igual que TNF, los niveles de IL-6 en plasma de humanos correlacionan con el
aumento de la masa corporal, la circunferencia de la cintura y los niveles de acidos grasos libres [*%9],

ademas, se ha reportado que ésta disminuye con la pérdida de peso [*?°].

De igual forma, se ha evidenciado que la IL-6 parece tener funciones duales segun el tejido v el
estado metabolico. Por ejemplo, durante el ejercicio fisico la IL-6 aumenta la captacion de glucosa en el
musculo esquelético, lo que da lugar a la hipertrofia y miogénesis muscular, asi como a la oxidacion de
4cidos grasos mediada por AMPK, ademas de tener un efecto antiinflamatorio [**°]. Por otro lado, en el
tejido adiposo y el higado la IL-6 ejerce actividades proinflamatorias, y aumenta la resistencia a la
insulina a través de aumentar la expresién de SOCS3 (supresor de la sefializacidn de citocinas 3), el cual

960

puede unirse a sitios de fosfotirosinas como el sitio Tyr* en el IR y con ello se induce la resistencia a

insulina en higado [*%1].

Al igual que TNF, IL-6 tiene la capacidad de estimular la lipdlisis, por lo que se aumentan las
concentraciones de &cidos grasos libres, y de esta forma se promueve la resistencia a la insulina [**?].
Esto nos habla de que la IL-6, puede desempefiar un papel fundamental en la homeostasis del
metabolismo, asi como en la promocion de las enfermedades metabdlicas, por tanto, es importante

comprender y aclarar su papel en la regulacion del metabolismo.

Con respecto a la infiltraciobn de macrdfagos en el tejido adiposo, se ha observado que la
responsable de esto es principalmente la proteina quimioatrayente de monocitos conocida como
quimiocina-1, MCP-1, CCL2 o JE, secretada por adipocitos hipertroficos, pues individuos humanos
obesos presentan mayores niveles de esta quimiocina [**3]. Otras quimiocinas involucradas en la
metainflamacion ocasionada por la obesidad son; MCP-1-4/CCL2, MIP-1a/p [***]. Varios estudios
indican que la deficiencia de MCP-1/CCL2 previene la resistencia a la insulina inducida por una dieta
alta en grasas en ratones [**>1%6], Mientras que, la sobreexpresion de MCP-1 en el tejido adiposo aumenta

la infiltracion de los macrofagos, y esto correlaciona con la resistencia a la insulina [*3537].
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Con respecto a la IL-1 e IL-18, se sabe son mediadores proinflamatorios maestros los cuales
desempefian un papel crucial en la regulacion de la expresion de otras citocinas, adipocinas y quimiocinas
proinflamatorias. Asi mismo, se ha demostrado tienen una participacion en el metabolismo energético,

lo cual se discute mas a adelante [*3].
Otros metabolitos inducidos en la obesidad contribuyen a la fisiopatologia.

Ademas de la regulacion negativa en la via de sefializacion del IR o del IRS mediada tanto por
cinasas o citocinas proinflamatorias promovidas por células inmunes, se ha descrito que ciertos
metabolitos asociados a la obesidad (DAMPs y LAMPs), pueden también bloquear la via de sefializacion

de la insulina como ya habiamos mencionado anteriormente (Figura 7).

En este aspecto, la exposicion de células B-pancredticas de rata a niveles elevados de glucosa, no
solo modulé la expresion del gen de insulina [*°], sino que también, niveles elevados y crénicos de
glucosa inhibieron su expresion. El deterioro prolongado en la transcripcion del gen de la insulina
ocasiono la pérdida de la capacidad de sintetizar la insulina adecuada para controlar la glucosa en sangre
[139]_

De igual forma, los acidos grasos libres en circulacidn en organismos obesos desempefian un papel
critico en la promocion de estrés y alteraciones en el metabolismo de carbohidratos. Esto se demostro al
observar un aumento en la fosforilacion de la cinasa del reticulo endoplasmético (ER) pancreética o
cinasa similar a PKR (PERK Thr%%), asi como el aumento en la fosforilacion de la subunidad del factor
de iniciacion de la traduccion tipo 2 (elF2a. Ser®?) y p-JNK en higados de ratones alimentados con una

DAG por 16 semanas en comparacion con animales con dieta normal (DN) [*4°].

En el caso de la linea celular de higado 293T estimuladas con &cido oleico/palmitico (200uM),
observaron mayor activacion de NF-«xB, asi como mayor p-JNK y esto correlaciond con el aumento en
los niveles de TNF [**!]. Estos datos sugieren un vinculo molecular entre la nutricion, los lipidos y la
inflamacién, y como el sistema inmunologico innato participa en la regulacion del equilibrio energético

y la resistencia a la insulina en respuesta a los cambios en el entorno nutricional.

Se ha demostrado que los &cidos grasos pueden activar tanto IKK y por ende a NF-kB a través del
receptor tipo Toll 4 (TLR4) [*?]. Esto se demostro en la linea celular de adipocitos 3T3-L1 estimulada
con &cidos grasos insaturados, asi como en el tejido adiposo de ratones alimentados con una dieta alta en
grasa por 8-10 semanas. Con ello se observo que por medio de los acidos grasos se promueve el desarrollo

de la resistencia a la insulina.
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De igual forma, la participacion de otros metabolitos lipidicos elevados durante la obesidad como
el diacilglicerol (DAG, lipido intramiocelular) y las ceramidas esfingolipidas, inducen resistencia a la
insulina. Pues el aumento del DAG muscular condujo a la resistencia a la insulina muscular al activar
PKC e inducir la fosforilacion de IRS-1 en la Ser®®” [*%%]. Sin embargo, al reducir los niveles del DAG

en el muasculo esquelético, y el higado se previno el desarrollo de resistencia a la insulina inducida [*44].

Por otro lado, se observd que las ceramidas indujeron resistencia a la insulina al inhibir la activacion
en otro punto clave de la via de insulina como es Akt en el residuo Ser*’3, a través de la activacion tanto
de PKC y JNK [**%]. Esto al disminuir la interaccion de la proteina fosfatasa 2 (PP2A) en el dominio de
la fosforilacion de Thr3* en Akt, lo que resulta en una disminuida interaccion del dominio PH de Akt con
PIP3 [¢1%]. De igual forma, al inhibir la sintesis de ceramidas mejor6 la sefializacion en la via de la

insulina, por tanto, se disminuyeron las alteraciones metabélicas [**°].

En conjunto, todos estos datos indican qué en condiciones de obesidad, multiples factores,
mediadores celulares, estimulos y metabolitos tienen la capacidad de activar vias de sefializacion donde
ciertas cinasas (JNK, IKK, ERK, PKC, entre otras) y citocinas tienen la capacidad de bloquear la via de
sefializacion de la insulina y conducir al desarrollo de alteraciones metabolicas que pueden resultar en
DM?2 [1507154].
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Células o DAMPs que Sitios de fosforilacion en la via
activan cinasas de seializacion de insulina
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Figura 7. La activacion de cinasas de Ser/Thr por distintas sefiales provoca la fosforilacién inhibidora de nodos

especificos en la via de sefializaciéon de la insulina.

La lipotoxicidad, la hiperglicemia, e hiperlipidemias genera la produccion de especies reactivas de oxigeno que contribuye a
la disfuncion mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmatico (ER), lo cual activa las cinasas Ser/Thr, que a su vez induce la
fosforilacidn inhibidora de Ser/Thr de las proteinas IR, IRS y Akt en maltiples residuos que provocan resistencia a la insulina.
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Los NLRs sensores guardianes de la homeostasis.

Entonces, la muerte de adipocitos por falta de nutrientes y un microambiente hipdxico, genera una
gran cantidad de sefiales de dafio o DAMPs y LAMPs. Estas sefiales inducen la activacion y el aumento
de las poblaciones de macrofagos residentes en el WAT, los cuales aumentaran la produccion de citocinas

proinflamatorias (Casp-1, IL-1B), entre otras moléculas inflamatorias [*~%].

De acuerdo con la literatura, el fenotipo M1 de los macréfagos inducido por los DAMPs o LAMPs,
se debe principalmente al reconocimiento de estos por parte de receptores de superficie celulares como
son los receptores TLRs [**°], y receptores intracelulares tipo NOD de la familia de los NLR [*°]. Estos
altimos son importantes moduladores del sistema inmune innato, cuya capacidad de deteccion de
patrones moleculares no solo se limita a sefiales de dafio, si no también a patégenos como hongos,
bacterias incluso virus (PAMPs) [1°7:1%8],

Con base en un analisis filogenético del dominio central de unién a nucleétidos (NACHT) de los
NLR, quedé claro que este dominio tiene la capacidad de reconocer tanto a PAMPs, como a DAMPSs por
lo que son considerados importante inmunomoduladores. Debido a esto, los NLR se clasifican en 3
subfamilias distintas: 1) los receptores NOD (NOD1-2, NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1,
CHTA) [*7, 2) los receptores IPAF compuesta por IPAF (NLRC4) y NAIP [*%]; y 3) los receptores
NLRP (importantes en nuestro estudio) [**°]. A la fecha se conocen cerca de 22 genes humanos que
codifican para los NLR (NLRP1-NLRP22), y muchos mas en el caso del roedores (Figura 8) [**°].

Con respecto a la activacion de los NLR se han descrito 2 vias; la clasica o canonica en donde se
sabe que estd determinada esencialmente por 2 pasos [®°]. El primer paso requiere de un proceso de
"preparacion o priming" para generar una respuesta efectora eficiente (Figura 9) [*%Y]. Dicho paso se
inicia mediante el reconocimiento de PAMPs o DAMPs los cuales son reconocidos por receptores de
membrana TLR (Figura 8). Posteriormente, el priming se logra mediante la activacion de la via del NF-
kB, y el aumento en los niveles de expresion de los componentes del inflamasoma en el caso del NLRP3

seria: Asc y proCaspasa-1 (Casp-1); asi como de la prolL-1p y prolL-18 [*¢7].

En la via alterna 0 no candnica, de igual forma se requiere el primer de "preparacion o priming"
sin embargo, este conlleva ala activacién de la caspasa 11 en ratones y caspasa 4/5 en humanos.
Posteriormente se activa a Gasdermina en su N-terminal, pero por cuestiones del trabajo no daremos mas

detalles de este proceso [*®].

Antes de mencionar la activacion del los inflamasomas, mencionaremos la estructura del

inflamasoma NIrp3 para una mejor comprension. Este inflamasoma contiene un dominio rico en leucinas
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en el carboxilo-terminal (LRR), un dominio NATCH en el centro y un dominio pirina en el N-terminal
(PYD), una proteina adaptadora ASC, la cual contiene un dominio de reconocimiento a PYD, y un
dominio a Casp-1 (CARD) se une a PYD para activar a la Caspl (Figura 8) [*%*]. Con respecto a la
estructura del inflamasoma NIrp1, a diferencia del NIrp3 contiene 2 dominios mas , el dominio FIND y
un dominio CARD, junto con el PYD y LRR [*%%]. A través del dominio CARD y no del dominio PYD
se activa a Casp-1 (Figura 8) [**4].

Después del priming el segundo paso es la activacion del inflamasoma NIrp1/3 que inicia una vez
que al dominio NATCH se le une un PAMP, DAMP o LAMP, y se da paso a la oligomerizacién (Figura
8) [*°8]. Sin embargo, en respuesta a la oligomerizacion en el caso del inflamasoma Nlrp1, se conforma
el dominio CARD-Casp-1 que consta de 2 dominios plegables, y donde el monémero de caspasa es
reclutado [*%°]. Asi, CARD-Casp-1 provoca la auto-escision de la proCaspasa-1 y formacion de Casp-1
heterotrimérica activa [*]. En el caso del inflamasoma NIrp3 en el dominio PYD se une ASC vy este
recluta al monémero de Casp-1 [*%®]. En ambos caso, la activacion de Casp-1 induce el procesamiento

de las citocinas prolL-1B y prolL-18 a sus formas maduras (Figura 8) [167:168.169],

El inflamasoma NLRP3: crucial para el establecimiento del proceso inflamatorio en el tejido
adiposo inducido por la obesidad.

El inflamasoma NLRP3 resulta ser uno de los inflamasomas mejor caracterizados en las
alteraciones metabolicas inducidas por la metainflamacion tanto en modelos animales como en humanos
[*%8170]. En sujetos obesos, se ha reportado que en biopsias de tejido adiposo, existe una correlacion entre
una mayor presencia del inflamasoma NLRP3, asi como de la Casp-1 e intolerancia a glucosa en
comparacion con sujetos delgados [*"].

De igual forma, la activacién del inflamasoma NLRP3 se ha relacionado con otras alteraciones
metabdlicas como la aterogénesis inducida por la hiperlipidemia [*?17%], resistencia a la insulina [,
ademas de ser el principal componente inmune relacionado con la inflamacién en una condicién de
obesidad. Es por ello que es considerado un sensor metabdlico [1”>1"®177]. En la mayoria de estos
estudios, se encontrd un aumento en la expresion del inflamasoma NIrp3 e IL-1p en los depositos de
grasa visceral de animales obesos [178], y de igual forma, en estudios de individuos obesos se confirmo

esta asociacion [171:179:180],

De acuerdo con la literatura, la activacion del inflamasoma NIrp3 es un paso critico en el proceso
de la metainflamacion y las alteraciones metabdlicas generadas por la obesidad (Figura 9). Ya que en

animales deficientes tanto de NIrp3 [*8:182183] como de los componentes del inflamasoma; Casp-1 [*¢],
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Asc [*®], o IL-1B [*®] se ve disminuido el proceso inflamatorio inducido por el exceso cal6rico y por
tanto, también se ve disminuido el desarrollo de alteraciones metabdlicas. Estos experimentos confirman
que el inflamasoma NIrp3 es fundamental para el desarrollo de la metainflamacién y el desarrollo de
alteraciones asociadas a la obesidad.
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Figura 8. Miembros y estructuras de la familia de sensores tipo NLRs.

1) Nombre de las subfamilias NLRs. 2) Estructuras de los dominios de los NLRs segun su clasificacién anotada en NCBI
(National Center for Biotechnology Information, por sus siglas en inglés). 3) Codigo de colores segin sus dominios: CARD,
dominio de reclutamiento de caspasas; BIR, inhibicion baculoviral del dominio de repeticion de la proteina de apoptosis;
PYD, dominio de pirina; NACHT, dominio de oligomerizacion y union de nucledtidos; LRR, dominio con secuencias ricas
en leucina y FIIND, dominio con funcién para encontrar. 4) Tras la activacion de los NLRPs, en el caso de NLRP1 activa a
Casp-1 al reclutar proCaspasa-1 a través de la interaccion con su dominio CARD. En el caso de NLRP3 este activa a Casp-1
al reclutar proCaspasa-1 a través de la interaccién con la proteina accesoria ASC, con su dominio CARD-PYD. En ambos
casos de activacion de los inflamasomas, se conduce a la escision de la proCaspasa-1 (p20-p10), a caspasal. 5) Casp-1
promueve la maduracion de IL-1( e I1L-18.

prolL-1B prolL-18
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Figura 9. Activacidon de NLRPs en tejido adiposo en respuesta al consumo de una dieta alta en grasa.

1) La hipertrofia del tejido adiposo conlleva al reclutamiento y aumento de las poblaciones celulares inmunes. 2) Para que
pueda ocurrir la primera sefial; priming, esta puede ser desencadenada por la amplia gama de interaccion por parte de la célula
receptora tanto con PAMPs, como con DAMPSs; LPS, hiperlipidemias, hiperglicemias. Posteriormente, ocurre la activacion
de NF-kB, asi como la traduccion y produccion de NLRP3, proCaspasa-1, prolL-1f y prolL-18. 3) La segunda sefial o
activacion, suele ser desencadenada por el estrés celular generado por la produccién de ROS, lo que da como resultado la
activacion y ensamblaje de NLRP3, que conlleva a la activacion de la Caspl, responsable de escindir a prolL-1b y prolL-18

en sus formas activas y finalmente desembocaré en piroptosis.
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Las diferencias metabdlicas entre C57BL/6J y Balb/c; el papel del los inflamasomas.

De acuerdo a lo anterior, la obesidad conlleva la desregulacion del metabolismo de los lipidos [*%°],
asi como el deterioro del metabolismo de glucosa [1%1¢7], promovida por la sobreproduccion de multiples
factores metabolicos e inmunes como las citocinas inflamatorias Casp-1 e IL-13 , asi como el
inflamasoma NIrp3 [*816°], 1o que culmina con la resistencia a la insulina [*%}%175]. Actualmente,
sabemos que existen diferentes inflamasomas, pero su relacion con el metabolismo aun no esté clara, por

lo que definiremos algunas caracteristicas hasta el momento observadas en algunas cepas de ratones.

Como ya se menciono antes, uno de los factores inmunes claves involucrados en estas alteraciones
metabdlicas son niveles altos del inflamasoma NLRP3 [*®¢188] asi con niveles altos de sus diversos
componentes como son ASC y Casp-1 principalmente en el WAT [*®7]. Sin embargo, se ha evidenciado
que ciertas cepas de roedores muestran mayor susceptibilidad a desarrollar alteraciones metabdlicas
asociadas a la obesidad que otras. Para fines del proyecto nos enfocaremos en las cepas C57BL/6J y
Balb/c, pues existe una clara diferencia entre estas cepas para desarrollar obesidad y por tanto,

alteraciones metabolicas [*%9].

La cepa C57BL/6J, es susceptible a aumentar de peso, y a desarrollar alteraciones en el
metabolismo de lipidos inducida por la alimentacion con una DAG, en comparacion con la cepa Balb/c
que a pesar de haber sido alimentada con la misma dieta por 23 semanas no desarrolla obesidad y

alteraciones en el metabolismo de lipidos [**].

Incluso, se observé que tanto la cepa C57BL/6J como las cepas 129X1, DBA/2 and FVB/N fueron
mas susceptibles al desarrollo de la obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, inducida
por el consumo de una DAG por 8 semanas, mientras que la cepa Balb/c mostro cierta proteccion contra
estos efectos perjudiciales [*°*]. Adicionalmente, se ha visto que los ratones Balb/c presentan una mejor
tolerancia a la glucosa y menor estrés oxidativo en el higado, ademas de ser mas sensibles a la insulina,

en comparacion con la cepa C57BL/6J [1?].

Estudios realizados en la cepa C57BL/6J demostraron que la disminuida sensibilidad y alterada
secrecion de insulina causada por una DAG, es debida a que en sus células 3 pancreaticas no aumenta el
calcio intracelular ante el estimulo con glucosa, por lo que su capacidad para cerrar los canales de Katp
y liberar insulina se ve afectada. Esto sugiere un defecto en la capacidad de secretar insulina de las células
B pancreaticas, por lo que eventualmente dara paso al desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la

glucosa, alin bajo una dieta normal [*%].
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En este sentido, se ha identificado que en la mayoria de las subcepas de C57BL/6J se encuentra
una delecion de exones en el gen Nnt que codifica para la transhidrogenasa (enzima antioxidante
mitocondrial) [***1%]. Dicha delecion evita la correcta expresion de la proteina Nnt, y como resultado
causa incapacidad a los ratones para bajar los niveles de glucosa. Debido a esto, la cepa C57BL/6J es un
modelo animal importante para la investigacion en diabetes, ya que llega a exhibir intolerancia a la

glucosa independiente de la obesidad, condicion que se exacerba con una DAG [1921%],

A pesar de que la mutacion en el gen Nnt claramente predispone a los animales de la cepa C57BL/6J
a desarrollar obesidad y alteraciones metabdlicas en respuesta al exceso caldrico, el establecimiento del
proceso inflamatorio en el tejido adiposo iniciado por la activacion del inflamasoma Nlrp3, es clave. De
hecho, los animales deficientes tanto del NLRP3 como de los otros componentes del inflamasoma, se
generaron en la cepa C57BL/6J, y a pesar de mantener la mutacion en el gen Nnt mostraron una
disminucion en la ganancia de peso, tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina con respecto a

ratones silvestres [*7417].

Con respecto a las diferencias en la susceptibilidad a desarrollar obesidad entre las diversas cepas
de roedores que pudieran ser debidas por los inflamasomas, se han evidenciado polimorfismos en los
genes que codifican para el inflamasoma NLRP1b (Figura 9) [*%]. Y dado que, la activacion del
inflamasoma NLRP1 conlleva a la activacion de las citocinas IL-1 e IL-18, es probable que estos
polimorfismos tengan relacion con la produccion de estas citocinas y, por tanto, con el desarrollo de

alteraciones metabdlicas.
El inflamasoma NLRP1 como sensor metabdlico

En nuestro laboratorio comparamos la secuencia del gen Nirp3 tanto de ratones Balb/c, como de
ratones C57BL/6J, y resultd que este gen es mono alélico y su secuencia es 100% idéntica en ambas
cepas (datos no mostrados). Por otro lado, a pesar de que se conocen otros NIrps, la participacién de estos

en un contexto metabdlico es poco conocido.

Como mencionamos anteriormente, en los roedores se han identificado 3 genes paralogos del gen
NIrpl o Nalpl; Nlrpla, Nlrplb y Nirplc [**¢]. De acuerdo a un analisis de la secuencia completa del
cDNA del gen NIrplb en 18 cepas de roedores endogamicas, revel6 la existencia de 5 alelos polimorficos
(NIrp1b1-NIrplb5) que se expresan de forma diferencial en diversas cepas incluidas la cepas C57BL/6J
y Balb/c (Figura 10) [*7].

Curiosamente, de las diferentes cepas de roedores que expresan los alelos polimoérficos, las cepas

C57BL/6J y SJL/J expresan los genes Nlrplay Nlrplc junto con el alelo Nlrp1b2, mientras que las cepas
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Balb/c y 12951 expresan los genes Nirplay Nirplc junto con el alelo Nlrplb1 [1%1%7]. Esto es relevante
ya que, el alelo NIrp1b2 confiere proteccion contra la toxina letal de Bacillus anthracis (LTx) [*%]. De
acuerdo con esto, macrofagos de la cepa C57BL/6J en presencia de la LTX, son resistentes y no mueren,
dado que posee el alelo Nlrplb2. Mientras, que la cepa Balb/c que expresa el alelo Nlrplbl, ante el

mismo estimulo con la LTx es susceptibles y mueren (Figura 10) [*%].

Con respecto a la participacion del inflamasoma NIrpl en el metabolismo, recientemente Murphy
y colaboradores [**°] reportaron que en ratones C57BL/6J deficientes del gen Nirpl, conduce a la
obesidad, acomparfiada del sindrome metabdlico, aun cuando los animales son alimentados con una dieta
normal. Dentro de sus observaciones discuten la posibilidad de que el fenotipo de obesidad esta dado por
la deficiencia de la produccion de IL-18 en el tejido adiposo y una lipdlisis disminuida [*°°]. Esto sugiere
que el procesamiento de la IL-18 podria depender del inflamasoma Nlrp1.
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Figura 10. Alelos Nirpl y su expresion diferencial en diversas cepas de ratones.

Los 6valos representan exones. Las areas azules representan el marco de lectura abierto. Se observa el codén de inicio; y
codon de paro. Las areas grises representan regiones sin traducir. Las marcas de trama blanca representan secuencias sin
sentido (polimorfismos). De acuerdo con esto, diversas cepas endogamicas de ratones expresan diferentes alelos. En rojo se
muestran las cepas que tienen macréfagos susceptibles a LTx; las cepas en azul tienen macrofagos resistentes a LTx.
NBD/NACHT, dominio de union a nuclettidos. LRR; repeticiones ricas en leucina. CARD: dominio de reclutamiento de
caspasas. Modificada de Boyden y Dietrich [1%].
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El papel antagdnico de las citocinas proinflamatorias IL-1p e IL-18 en desdrdenes metabolicos.

Una vez activos los inflamasomas ya sea por PAMPs, DAMPs o LAMPs, tienen la capacidad de

activar a la Casp-1, lo cual conlleva al procesamiento de las citocinas proinflamatorias IL-1p e IL-18,

por su actividad cisteinproteasa. Con respecto al metabolismo, las citocinas IL-1p e IL-18 se les ha

relacionado a una constelacion de alteraciones metabdlicas inducidas por la obesidad como

mencionaremos a continuacion [*]. Sin embargo, se ha evidenciado que la participacion de ambas

citocinas en un contexto metabdlico al parecer tiene efectos antagonicos.

De acuerdo con diversos estudios, la produccion de IL-1p esta ligada principalmente con el estrés

metabolico ocasionado por una DAG. De hecho, se ha evidenciado que la IL-1 es un mediador

proinflamatorio maestro que tiene la capacidad de desempefiar un papel fundamental en la activacion de

numerosas Vvias inflamatorias [°®]. Esto a través de promover diversas citocinas y quimiocinas

proinflamatorias y tener un efecto tanto en células  pancreaticas como en diversos tejidos metabdlicos,

entre otros. (Tabla 1).

Tabla 1. Informacién sobre el efecto de la IL-1B en el metabolismo.

Autor

Condicion/Efecto

Conclusion

Maedler et
a|201

Lagathu et
a|202

Stienstra et
ale

Wen et al?%

Determinaron si la exposicion prolongada de las células B
pancreéticas con altas concentraciones de glucosa in vitro, inducen
la secrecion de la IL-1p. De igual forma, evaluaron si la exposicion
de las células B pancredticas a la IL-1p sola, 0 en combinacién con
interferon gama (IFN-y) y/o TNF inducen la secrecién de la IL-1p.

Evaluaron el efecto crénico (1-10 dias) de la IL-1p (0,1-20ng/ml)
sobre la sefializacion de la insulina en adipocitos murinos 3T3-
F442A y 3T3-L1 diferenciados, asi como en humanos. También
evaluaron la expresion del gen que codifica para la IL-1 en tejido
adiposo de ratones salvajes y resistentes a la insulina ob/ob
(inducidos por dieta y genética).

Evidenciaron la secrecion de la IL-1B en respuesta a un dieta
obesogénica en ratones deficientes de Casp-1 (Casp-17).
Caracterizaron la expresién y funciéon de Casp-1 en adipocitos
3T3-L1, en el tejido adiposo de ratones Casp-17-, asi como en
adipocitos de humanos.

Evaluaron el papel que tiene la IL-1p en la resistencia a insulina
en respuesta a los &cidos grasos en ratones deficientes de Nirp3,
Pyd y Casp-1. Evaluaron por medio de marcadores de
proinflamatorios y parametros metabdlicos la asociacién de la
resistencia a la insulina con &cidos grasos.

El deterioro de las células B
pancredticas por la estimulacion de IL-
1B, IFN-y y/o TNF, provoca una
marcada disminucion de la secrecion
de insulina. Esto hace suponer que
puede ser un factor crucial que
contribuye a la patogénesis observada
en la DM2.

IL-1pB inhibe la fosforilacion de nodos
claves en la via de sefializacion de
insulina como; la subunidad B del
receptor de insulina, de IRS-1,
Akt/PKB, asi como de la cinasa
regulada por sefiales extracelulares 1/2
(Erk) en adipocitos murinos 'y
humanos.

A través de la inhibicion de Casp-1 se
disminuye el procesamiento de la IL-
1B y de esta forma, se reducen las
alteraciones metabdlicas asociadas
con la obesidad.

Identificaron que la DAG induce una
respuesta inflamatoria a través de
elevar los niveles de la IL-1f3. Esto
contribuye a la alteracion en la via de
sefializacion de la insulina que
finalmente da como resultado la
resistencia a la insulina.
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Stienstra et
a|175

Determinaron el papel central que tiene el inflamasoma Nirp3
sobre el procesamiento de la IL-1B. Esto derivd de los datos
obtenidos en ratones deficientes de NlIrp3, ASC y Caspl al analizar
el tejido adiposo de ratones alimentados con una DAG.

La disminucion de la metainflamacion
en la patogénesis de la obesidad
correlaciond
proteccion contra la resistencia a
insulina.

con una marcada

Estos reportes dejan en claro que la participacion de la IL-1B es critica para el desarrollo de

alteraciones en el metabolismo de carbohidratos. Ademas, esto correlaciona con la aumentada infiltracion

de macrofagos en el tejido adiposo debido a su expansion ocasionada por la obesidad [74]. De igual

forma, se ha evidenciado que altos niveles de IL-1f correlacionan con otras alteraciones metabdlicas

como lipolisis e hiperinsulinemia (HI) observadas en un estado de obesidad [1!6:9294115202] ‘Dado que se

han evidenciado niveles altos de IL-1p tanto en tejidos periféricos metabdlicamente activos como en el

hipotalamo, asi como en la circulacion [24]. Se ha propuesto a la IL-18 como un biomarcador

proinflamatorio en estados de obesidad.

Con respecto a la IL-18, se sabe que al igual que la IL-1p se sintetiza como un precursor inactivo,

el cual requiere del procesamiento de la Casp-1 para su activacion [*%4]. Luego de que la IL-18 se une a

la cadena alfa de su receptor, recluta la cadena 3 del mismo por el que se comunica con importantes

proteinas inmune reguladoras como: Myd88, ERK, JNK y NF«B, los cuales comparte con la IL-1 [2%],

asi como el TLR, entre otros (Tabla 2) [2%°].

Tabla 2. Informacién sobre el efecto de la IL-18 en el metabolismo.

Autor

Condicion/Efecto

Conclusion

Bruun et
a|207

Fisher el
a|208

Yi-Sheng
et al?®

Netea et
a|210

Yamanishi
el al?!

Se realizo un estudio longitudinal tomando datos previos a una
intervencién alimentaria y después de 15 semanas con la intervencién.
Se compararon los niveles en plasma y tejido adiposo de la IL-18 en 23
sujetos obesos y 12 sujetos delgados.

Se compararon los niveles en plasma/suero de IL-6, IL-18, TNF, CRP
en 98 pacientes con DM2 y 87 controles sin DM2. De igual forma, se
tomo en cuenta el Modelo de Evaluacién de la Homeostasis (HOMA-
IR), es una medida que sirve para evaluar la resistencia a la insulina.

Se evaluo el potencial de la IL-18 recombinante en una linea celular
3T3-L1. Esto con respecto a si la linea celular mostraria un deterioro en
sobre la toma de glucosa, es decir, es el mecanismo de insulina.

Caracterizaron en ratones deficientes de IL-18 o del receptor para IL-
18 rasgos caracteristicos del sindrome metabolico como son la
obesidad, resistencia a la insulina, hiperglucemia, anomalias lipidicas y
aterosclerosis. Midieron el efecto que podria tener la administracion
intracraneal de la IL-18 en ratones deficientes de la IL-18 sobre su
consumo.

Investigaron la posible relacion fisiopatolégica entre la IL-18 y la
dislipidemia, asi como su relacion con el desarrollo de la enfermedad
del higado graso no alcohélico (NAFLD) o la esteatohepatitis no

De acuerdo con los resultados se
asociaron altos niveles de 1L-18
con factores de riesgo como la
obesidad.

Los resultados muestran que la
IL-18 plasmaética se asocié con un
HOMA-IR positivo
independientemente de la
obesidad y la DM2.
Sorpresivamente, la IL-18
aumentd en lugar de reducir, la
captacion de glucosa mediada por
insulina en los adipocitos. Esto a
través del mecanismo que
involucra Akt.

Los hallazgos indican un nuevo
papel de I1L-18 en la homeostasis
de la ingesta energética y la
sensibilidad a la insulina.

El estudio demostré la funcién
critica de IL-18 en el metabolismo
de los lipidos. Ratones deficientes
de la IL-18 y administrados con la
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alcohdlica (NASH). Esto en ratones deficientes de la IL-18 y la misma citocina, desarrollaron
administracion de la misma via intravenosa. menos dislipidemias que los
controles. Estos hallazgos
podrian contribuir al progreso de
nuevos tratamientos para NAFLD
0 NASH.

Los resultados de la pérdida de
funcion de IL-18 apoyan la
hip6tesis de que suprime el
apetito y promueve el gasto de
energia, asi como la utilizacién de
los lipidos como sustrato de
combustible.

Probaron la hipdtesis sobre si la IL-18 modula el aumento de peso, la
Zorrilla et | ingesta de energia, el gasto energético de todo el cuerpo y la utilizacién

al?t? de lipidos como sustrato de combustible en ratones deficientes de la IL-
18 alimentados con una dieta rica en grasas.

La IL-18 est4 fuertemente asociada con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares [23214],
aunque un estudio llevado por 11 afios demostro que existen otras citocinas como CRP e IL-6 que podrian
tener un impacto sobre el desarrollo de ECV vy los niveles elevados de la IL-18, es decir, se podrian

enmascarar los efectos “posiblemente* de la IL-18, si no se toman en cuenta otros componentes [?°].

Por ultimo, algo relevante sobre la IL-18 es que, Yamanishi y colaboradores [*%¢], observaron que
su deficiencia conduce a una desregulacion en la expresion de moléculas que tienen que ver con la
diferenciacion de los adipocitos pardos (BA). De acuerdo con esto, tanto los BA, como el BAT expresan
la proteina desacoplante 1 (UCP1), la cual desacopla la produccién de ATP de la fosforilacion oxidativa,
lo que da como resultado la termogénesis en las mitocondrias de dichas células. Por lo que se tiene la
hipotesis de que la IL-18 puede tener una participacién en la funcion termogénica, lo que contribuye al
gasto energético. Sin embargo, auin queda mucho por definir sobre la participacion de la IL-18 y su

vinculo con el metabolismo energético.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, el papel de la IL-1p e IL-18 a pesar de ser sustratos de
Casp-1, podriamos decir que tienen efectos antagdnicos sobre la funcién de los adipocitos, mas aun,
sobre el metabolismo energético, pues en ausencia de alguno de ellos se podria enmascarar los efectos
del otro. Asi, es posible especular que diferencias en la produccion de esta citocinas producidas por
factores geneticos, podrian determinar la susceptibilidad a desarrollar las alteraciones metabdlicas

asociadas a la obesidad [*7].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sobrepeso y la obesidad son condiciones cuyo desarrollo y mantenimiento es debido a
multiples causas, que van desde una predisposicion genética, hasta el estilo de vida. Es importante
destacar que estas condiciones ya no solo se sesgan a personas adultas, si no que las poblaciones mas

jévenes también estan contribuyendo a incrementar las tasas de incidencia.

Si bien se estan generando diversas estrategias las cuales ayudan a aminorar los efectos adversos
de tener una condicion de obesidad, es necesario identificar y proponer nuevos componentes que pueden
tener un papel importante en prevenir alteraciones metabdlicas. Dentro de los diversos componentes
celulares involucrados con el metabolismo destaca la presencia de inmunomoduladores, los cuales bajo
ciertas circunstancias como en la obesidad, tienen la capacidad de promover una respuesta inmune
alterada la cual, como ya mencionamos tendran efecto sobre la via de sefializacion en Organos

metabdlicamente activos y asi promover perturbaciones en el metabdlicos de carbohidratos y lipidos.

En este sentido, se sabe que tanto el inflamasoma NIrp3 como el Nlrpl funcionan como sensores
intracelulares homeostaticos, ya que al detectar algin patdgeno o sefial de peligro, desencadenan una
cascada de sefializacion, y favorecen el procesamiento de diversos agentes inmunes [*°6]. Con respecto a
la activacion diferencial del inflamasoma Nlrp1bl, confiere susceptibilidad ante el estimulo con la LTx
como en el caso de la cepa Balb/c, sin embargo, recordemos que esta cepa es resistente a generar obesidad
y alteraciones metabdlicas con una dieta alta en grasa. Mientras que la activacion diferencial del
inflamasoma NIrp1b2 como es en la cepa C57BL/6J confiere resistencia al estimulo con LTX, pero esta

cepa alimentada con una DAG genera obesidad y alteraciones metabdlicas.

Aunado a esto, al hecho de que la eliminacién de los genes Nlrpla, Nlrplb y Nirplc en el fondo
C57BL/6J exacerban el desarrollo de obesidad y alteraciones metabolicas, nos hace especular que Nlrpl
puede participar en la homeostasis de metabolismo energético [*°°]. Por lo que proponemos caracterizar
la activacion del inflamasoma NIrplbl en respuesta al exceso calorico en particular con respecto a las

alteraciones metabolicas asociadas a la obesidad en un modelo murino.

46



HIPOTESIS

El inflamasoma Nlrplbl inhibe el proceso inflamatorio ocasionado por la obesidad, postergando
el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos resultantes del consumo de una

dieta alta en grasa.
OBJETIVO GENERAL

Determinar si el inflamasoma Nlrp1b1 inhibe el proceso inflamatorio inducido en el tejido adiposo

ocasionado por la ingesta de una dieta alta en grasa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar si el inflamasoma Nlrplbl disminuye las alteraciones metabdlicas inducidas por una
dieta alta en grasa.

2.- Determinar si el inflamasoma Nlrplb1 regula el proceso inflamatorio ocasionado por una dieta

alta en grasas.

3.- Dilucidar el mecanismo mediante el cual el inflamasoma Nlrplbl regula el metabolismo de
carbohidratos y lipidico debido a una dieta alta en grasa.
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RESULTADOS

NIrplb1l se expresa correctamente y es funcional en ratones C57BL/6JT9.

Para determinar si el inflamasoma Nlrplbl contribuye a la regulacién de las alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y de lipidos resultante del exceso energético, utilizamos una linea de
ratones C57BL/6J transgénicos que expresan el gen Nlirplbl (C57BL/6J"). Para confirmar el
funcionamiento de inflamasoma NIrplbl en el fondo C57BL/6J, diferenciamos macréfagos de medula
6sea de dichas cepas y los expusimos a la LTx, posteriormente evaluamos la induccion de muerte por
piroptosis. De acuerdo con los resultados previamente publicados [1%], los macr6fagos de la cepas Balb/c
y C57BL/6J™ (susceptibles) presentaron mayor niimero de nicleos tefiidos debido a la incorporacion del
yoduro de propidio (IP) en respuesta a la LTx (Figura 11A). En tanto que, en los macrofagos de ratones
C57BL/6J silvestres (resistentes) la presencia de nacleos tefiidos fue significativamente menor (p <0.001,

Figura 11A-B) independientemente de la concentracion de la toxina usada.

Como confirmacion del dafio a la membrana inducido por la LTx, cuantificamos mayor actividad
(80%) de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de cultivo de los macréfagos de
ratones Balb/c y C57BL/6J'9. Mientras que en los sobrenadantes de macrdfagos de ratones silvestres los

niveles de LDH fueron significativamente menores (p <0.001, Figura 11C).

Dado que contamos con 2 lineas de ratones transgénicos (N12 y N13) los cuales expresan de
forma heterocigota al gen Nlrplbl. Descartamos que su expresion tuviera un efecto sobre los niveles de
IL-1B como resultado de una dosis genica diferencial por parte del transgén en ambas lineas. Por ello,
mediante PCR determinamos el nimero de copias del transgén tanto en las lineas N12 y N13 transgénicas

como en la cepa Balb/c la cual expresa de forma homocigota el gen Nlrp1lb1.

No observamos que el nimero de copias del gen NIrplb1 en ambas lineas transgénicas estuviera
por encima del nimero de copias del gen diploide NlIrplbl en los ratones Balb/c, es decir, la expresion
de NIrplbl en la cepa transgénica fue significativamente menor independientemente de la linea
transgénica (Figura 12A-B). Adicionalmente, no encontramos diferencias en la activacién del
inflamasoma NIrplbl en ambas lineas transgénicas (Figura 12C). Con respecto a la activacion del
inflamasoma NIrp3/NIrplbl en respuesta a LPS-ATP, observamos niveles de la enzima LDH muy
similares en todas las cepas por lo que asumimos no presentan diferencias en el procesamiento de IL-13
(Figura 12C).

En conjunto, estos datos confirman que los macrofagos de ratones que expresan el inflamasoma

NIrplbl responden a la LTx, adicionalmente estos presentan un tipo de muerte cuyas caracteristicas
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tienen que ver con piroptosis. Por otro lado, no encontramos diferencias entre las dos lineas transgénicas,
por lo que a pesar de tener una sola copia del alelo Nlrplbl pueden ser usados de forma indistinta para
los experimentos. Por lo tanto, concluimos que los ratones C57BL/6J™ que mantenemos en el bioterio
bajo nuestras condiciones expresan el inflamasoma NIrplbl de forma correcta.
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Figura 11. La expresidn de NIrplbl confiere susceptibilidad a la cepa C57BL/6J.

Se diferenciaron macrofagos de médula 6sea de las cepas de ratones indicadas, y se expusieron en presencia de la LTx (factor
letal de 20, 200 y 400 ng/ml y al antigeno protector (1 mg/ml) durante 2 horas. A) Células fijadas (PFA 4%) y tefiidas con
yodo de propidio (IP), observadas en microscopio de fluorescencia. B) Porcentaje de nucleos tefiidos (positivos) con IP. C)
Porcentaje de actividad de LDH en sobrenadantes de cultivo estimulados con LTx. Balb/c n=3, C57BL/6J n=3 y C57BL/6J™

n=3. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las gréaficas se muestran las medias * error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**),
p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Figura 12. Dosis génica y funcionalidad del Nlrplbl entre las lineas transgénicas y Balb/c.

Se extrajo DNA genémico de ambas lineas transgénicas para NIrplbl (N12 y N13), asi como de ratones C57BL/6J (-) y
ratones Balb/c. A) Expresion del gene Nlrplbl de las diferentes cepas determinada por PCR. Los productos de DNA se
resolvieron en geles de agarosa al 1%. B) Determinacion de niveles de NIrplbl con base en la normalizacion de los niveles
densitométricos de Actina. C) Unidades arbitrarias de la actividad de LDH en sobrenadantes de cultivos sin estimular (medio),
y estimulados con toxina letal (LTx 200ng/ml), LPS(100 ng/ml) con ATP (5mM). Balb/c n=3, C57BL/6J n=2, C57BL/6J™
N12 n=3 y N13 n=3. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05
(*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Ratones C57BL/6J™9 no muestra alteraciones en el metabolismo basal de carbohidratos.

Una vez que comprobamos que la expresion del alelo Nlrp1b1 en el fondo genético de los ratones
C57BL/6J fue funcional y especifico. Evaluamos si su expresion afecta el metabolismo de carbohidratos
en animales alimentados con DN. Para esto, determinamos los niveles basales de glucosa, la tolerancia a
la glucosa (prueba de tolerancia a glucosa, siglas en inglés; GTT) y la sensibilidad a insulina (prueba de
resistencia a insulina, siglas en inglés; ITT) en las diferentes cepas de animales entre 8 y 10 semanas de
edad.

De acuerdo con los resultados, los niveles basales de glucosa basal fueron similares entre los
grupos de ratones C57BL/6J (155.6 mg/dL) y C57BL/6J™ (154.6 mg/dL, Figura 12A). Por otro lado, los
ratones Balb/c mostraron niveles basales de glucosa significativamente bajos (p <0.0001, 125.9 mg/dL,
Figura 13A).

Los resultados de la prueba de GTT indican que todos los grupos de roedores son tolerantes a
glucosa, ya que sus niveles de glucosa regresan a los valores basales luego de 2 horas posteriores a la
administracion del glacido (Figura 13B). Si bien no hubo diferencias entre la respuesta de las cepas
C57BL/6J y C57BL/6J™, observamos que la cepa Balb/c si mostré valores distintos, ya que, en
comparacion con las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ los picos glicémicos fueron significativamente

menores (Figura 13B).

En la prueba de ITT, todos los grupos de roedores mostraron una sensibilidad a la insulina similar,
ya que sus niveles de glucosa bajaron en respuesta a la insulina administrada y fueron muy semejantes

entre ellos (Figura 13C).

Estos datos demuestran que la expresion del alelo NIrplbl en ratones C57BL/6J, no altera el

metabolismo de carbohidratos en animales jévenes alimentados con una DN.
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Figura 13. La expresidon de NIrplbl no altera el metabolismo de glucosa en ratones C57BL/6J79.

Los animales de todas las cepas indicadas presentaron un ayuno de 6 horas previo a la prueba de GTT por lo que se inyecto
intraperitonealmente 1.8 mg/gr de D-glucosa y la prueba de ITT por lo que se inyecto intraperitonealmente 1 mU/gr insulina.
A) Niveles de glucosa basal. B) GTT. C) ITT. Balb/c n=10, C57BL/6J n=15 y C57BL/6J™ n=15. Prueba estadistica realizada
ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001

(****) .
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NIrplbl no afecta el consumo calérico ni previene la obesidad resultante del consumo de una dieta

alta en grasa en ratones C57BL/6JT9.

De acuerdo con varios estudios [*°°1%], los ratones de la cepa C57BL/6J son propensos a
desarrollar obesidad, y por tanto, a desarrollar alteraciones metabolicas al ser alimentados con una DAG,
mientras que ratones de la cepa Balb/c son resistentes a desarrollar obesidad y alteraciones metabolicas

cuando se alimentan con la misma dieta.

Por ello, evaluamos si estas diferencias fenotipicas podrian resultar de la expresion diferencial
del alelo NIrplb1 (Balb/c, C57BL/6J™) y del alelo NIrp1b2 (C57BL/6J). Para esto, semanalmente y por
3 meses registramos el peso y el consumo energético de los ratones con una dieta normal (DN; 18% de

grasa) o con una dieta obesogénica (DAG; 60% de grasa, Tabla 3).

Tabla 3. Informacién nutrimental y contenido energético de la dieta normal y dieta alta en grasa.

TIPOS DE COMPOSICION CALORICA
DIETAS
Proteina Kcal% Carbohidratos Kcal% Grasas Kcal% Kcal/gr
Dieta Normal (DN) 24% 58% 18% 3.1
Dieta Alta en 20% 20% 60% 5.24
Grasa (DAG)

Todos los animales alimentados con DN por 12 semanas ganaron peso, sin embargo, no
observamos diferencias en la ganancia de peso entre los animales C57BL/6J y C57BL/6J™ (7g 0.9, y
7.59 £ 0.8 respectivamente, Figura 14A), pero con respecto a la cepa Balb/c estos ganaron
significativamente menor peso (p <0.01, 1.9g + 0.5, Figura 14A). Esto indica que la ganancia de peso de
la cepa Balb/c, es significativamente menor en comparacion con las cepas C57BL/6J y C57BL/6J'9, aun
con DN.

En cuanto al consumo de alimento DN semanal (Figura 14B-C), tampoco observamos diferencias
entre los animales C57BL/6J (consumi6 18.1g + 2.5, lo que equivale a 55.9g Kcal) y C57BL/6J'
(consumi6 18.6 + 1.3, 569 Kcal). Sorprendentemente, aunque ya se ha reportado [*], a pesar de que los
animales Balb/c consumieron mayor cantidad de alimento por semana (p <0.001, 26g + 1.9, 80.69 kcal)
que los animales C57BL/6J y C57BL/6J™, como mencionamos anteriormente la cepa Balb/c registro un

menor peso (Figura 14A).

En el caso de los ratones alimentados con DAG, de igual forma todas las cepas ganaron peso,
nuevamente no observamos diferencias de peso entre las cepas C57BL/6J y C57BL/6J"9 (24.69 + 1.2,y
25g + 1.1 respectivamente, Figura 14A). A pesar de esto, ganaron casi tres veces mas masa corporal que
los ratones de la cepa Balb/c (p <0.001, 8.4g + 1.5, Figura 14A).
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Con respecto al consumo semanal, no registraron diferencias estadisticas los animales de las cepas
C57BL/6J (consumid 14g + 1.2, 73.3gr Kcal) y C57BL/6J™ (consumi6 14.2g + 2.2 gr, 74.18.9 Kcal).
Nuevamente, las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ registraron una ingesta significativamente menor en
comparacion con la cepa Balb/c (p <0.0001, 18.1g £ 2.3, 94.8 Kcal, fig. Figura 14A-B), y aun asi

observamos un aumento significativo de peso en los ratones C57BL/6J y C57BL/6J™.

En conjunto, estos datos muestran que la expresion del alelo NIrp1b1 en ratones C57BL/6J™ no
previene la ganancia de peso inducida por el exceso caldrico de una DAG. Tampoco se asocio con el
hecho de que se viera alterada la ingesta de alimento, pues se registraron valores similares a entre los
animales silvestres y transgénicos C57BL/6J. Los resultados sugieren que el aumento de peso pudiera
ser modulado por diversos genes o mecanismos moleculares intrinsecos de cada cepa, y que el alelo

Nlrplbl no juega un papel relevante en el control del peso corporal e ingesta de alimento.
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Figura 14. El gen Nlrplb1l no afecta la ganancia de peso ni la ingesta de alimento normal o alta en grasa.

Los ratones fueron alimentados ad libitum con una DN o con una DAG por tres meses y se llevo registro tanto de su peso
como del consumo energético. A) Ganancia de peso semanal, monitoreado por 12 semanas. B) Consumo en gramos de
alimento (DN o DAG) por raton por semana. C) Calculo del consumo caldrico por raton por semana. Balb/c n=10, C57BL/6J
n=15, y C57BL/6JT9 n=15. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las gréficas se muestran las medias * error estandar, p
<0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).

56



NIrplbl atenda la intolerancia a glucosa y resistencia a insulina en ratones C57BL/6J™ obesos.

Ya que no observamos diferencias significativas en el peso y consumo de alimento entre las cepas

C57BL/6J y C57BL/6J™ con ambas dietas, evaluamos su estado metabolico.

Para ello, determinamos los niveles de glucosa basal de los animales C57BL/6J (168.8mg/dL,
Figura 15A) y C57BL/6J™ (165.6 mg/dL, Figura 15A) alimentados con DN, y no observamos diferencias
estadisticas. En contraste, los animales de la cepa Balb/c mostraron niveles significativamente menores
de glucosa basal (p <0.0001, 138.4 mg/dL, Figura 15A).

Al someter a las 3 cepas de roedores alimentadas con DN a la prueba de GTT, todas las cepas
respondieron y mostraron tolerancia a glucosa, ya que luego de la administracién del glucido, los niveles
glucémicos vuelven a los niveles basales (Figura 15B). De igual manera, las mismas cepas de ratones
respondieron ante la administracion de insulina, durante la prueba de ITT (Figura 15C). En ambas

pruebas no se observaron diferencias entre las cepas C57BL/6J y C57BL/6J'.

Por otro lado, los animales de la cepa Balb/c con DN mostraron una mejor respuesta en la prueba
de GTT en comparacion con los animales de las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ (p <0.001), debido a que
mostraron menores picos glicémicos y redujeron el glucido rapidamente (Figura 15B). En la prueba de
ITT mostraron mayor sensibilidad a la insulina, al reducir significativamente sus niveles glucémicos (p
<0.0001) en comparacion con los animales de las cepas C57BL/6J y C57BL/6J" (Figura 15C). Estos
datos se confirmaron cuando se calcul6 el area bajo la curva (ABC) de la prueba GTT (Figura 16A), asi
como de la prueba ITT (Figura 16B).

Claramente, la DAG indujo un incremento en los niveles de glucosa basal en las 3 cepas de
roedores, sin embargo, al compararlos contra sus contrapartes alimentados con la DN solo muestran
diferencia significativa las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ (p <0.01, Figura 15A). Los animales
C57BL/6J (184.5 mg/dL) y C57BL/6J™ (184.6 mg/dL) con DAG no registraron diferencias en los niveles
basales de glucosa entre ellos, pero al compararlos con la cepa Balb/c fueron significativamente altos
(p<0.0001, 144.9 mg/dL, Figura 15A).

Curiosamente, aunque los animales C57BL/6J™ alimentados con DAG presentaron una clara
intolerancia a la glucosa durante la GTT, esta fue menos pronunciada que la que presentaron los ratones
C57BL/6J silvestres (p <0.01, Figura 15B-Figura 16 A). En cambio, los ratones Balb/c fueron tolerantes

a la glucosa y la metabolizaron sin problemas (Figura 15B-Figura 16 A).

En el caso de la prueba de ITT, los animales alimentados con DAG C57BL/6J y C57BL/6J™
mostraron resistencia a la insulina (Figura 15C). Sin embargo, la cepa C57BL/6J™ presentd ligeramente
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una mayor sensibilidad a la insulina que los animales de la cepa silvestre (p <0.05, Figura 15C). Mientras
que la cepa Balb/c alimentada con DAG presentd una significativa caida en los niveles de glucosa
después de la administracion con la insulina, en comparacion con los animales C57BL/6J y C57BL/6J™
(p <0.0001, Figura 15C). De acuerdo con el calculo del ABC, en ambas pruebas la cepa Balb/c responde
significativamente mejor que las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ (Figura 16B).

Estos resultados demuestran que el metabolismo de carbohidratos de los ratones Balb/c no se
altera aun cuando se alimentan con una DAG. De acuerdo a lo reportado [**°1%%] y bajo nuestras
condiciones mostraron menores niveles de glucosa basal, mayor tolerancia a la glucosa, y mayor

sensibilidad a la insulina.

Conforme a los resultados, observamos que los ratones C57BL/6J™ alimentados con DAG fueron
menos intolerantes a la glucosa, y modestamente, més sensibles a la insulina que los ratones silvestres.
En conjunto, estos datos sugieren que los animales que expresan el alelo NIrp1bl atentan las alteraciones

en el metabolismo de carbohidratos asociadas con una DAG por 3 meses.
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Figura 15. El gen Nlrplbl regula el metabolismo de carbohidratos posterior a 3 meses con una DAG.

Los animales de todas las cepas indicadas presentaron un ayuno de 6 horas previo a la prueba de GTT, posteriormente se les
inyecto intraperitonealmente D-glucosa. Para la prueba de ITT también se les puso en ayuno de 6 y posteriormente se les
inyecto intraperitonealmente insulina. A) Niveles de glucosa basal. B) GTT intraperitoneal (1.8 mg/gr de D-glucosa). C) ITT
intraperitoneal (1 mU/gr insulina). Balb/c n=10, C57BL/6J n=15 y C57BL/6J"¢ n=15. Prueba estadistica realizada ANOVA.
En las gréficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).

A B
*kkk Sk
sooos, = T
g |ﬂ| — 8 300004 ¢ c57BLDN ° -
E 50000+ g (] E e C57BL DAG o o —
= o = 250004 ® C57BLTgDN oo Y
= —_— e C57BL Tg DAG
£ . 40000- e o e 2~ 200001 ’ & oo
© © [ ]
< o ® % < e o o 0e°
02 oe0d seee oo 22 15000- v .’
2 = 30000- . g 030 2 ﬁ %. Y
S ® o o S 10000-
2 20000] & e o 2 oo o,
5 v % 5 5000- -
10000 0
DN DAG DN DAG DN DAG DN DAG DN DAG DN DAG
Balb/lc  C57BL/6  C57BL/6T® Balb/c  C57BL/6  C57BL/6™

Figura 16. Cuantificacién global de la respuesta metaboélica producida por una dieta DAG.

Los animales de todas las cepas indicadas presentaron un ayuno de 6 horas previo a la prueba de GTT, posteriormente se les
inyecto intraperitonealmente 1.8 mg/gr de D-glucosa. Para la prueba de ITT también se les puso en ayuno de 6 y
posteriormente se les inyecto intraperitonealmente 1 mU/gr insulina. A) Cuantificacién global de la respuesta al bolo con
glucosa (Area Bajo la Curva; AUC) de la prueba de GTT. B) Cuantificacion global de la respuesta al bolo con insulina (Area
Bajo la Curva; AUC) de la prueba de ITT. Balb/c n=10, C57BL/6J n=15 y C57BL/6J™ n=15. Prueba estadistica realizada
ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001

(****) .
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NIrplbl modula la secrecion de la sensibilidad a la insulina en ratones C57BL/6J79 obesos.

Es probable que las diferencia en la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a insulina entre los
ratones Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™ se deban a diferencias en la secrecion de la insulina. De igual
forma, la via de sefializacién de la insulina en el tejido hepatico y/o musculo pueden mostrar variaciones

como consecuencia a la ingesta de una DAG.

Para comprobar esto, evaluamos los niveles de insulina tanto basal como la secretada 15 minutos
después de una inyeccion intraperitoneal con glucosa. De acuerdo a los resultados, los animales
C57BL/6J (2.3ng/ml) y C57BL/6J™ (1.9ng/ml) alimentados con DN, no mostraron niveles de insulina
diferentes entre si (Figura 17A). Al compararlos con los niveles de insulina post inyeccién de glucosa,
observamos un aumento en los niveles de insulina nuevamente similar entre ellos, (C57BL/6J; 3.9ng/ml,
C57BL/6J™9; 3.5ng/ml, Figura 17B).

Con respecto a la cepa Balb/c alimentada con DN, sorprendentemente los niveles de insulina basal
(1.2ng/ml) no fueron tan diferentes a los niveles post glucosa (1.4ng/ml, Figura 17A-B). De igual manera,
tampoco observamos diferencias al compararlos con los niveles basales de las cepas C57BL/6J y
C57BL/6J™ con DN (Figura 17A). Sin embargo, al comprarlos con los niveles post glucosa observamos
un aumento significativo en las en las cepas C57BL/6J y C57BL/6J" con respecto a la cepa Balb/c (p
<0.001, Figura 17B).

Por otro lado, al comparar los niveles basales de insulina en los animales C57BL/6J y C57BL/6J™
alimentados con DAG, es claro que debido a la naturaleza de la dieta obesogénica, estos mostraron
valores significativamente altos de insulina en comparacion con los valores de los animales con DN
(p<0.001, Figura 17A). De manera interesante, los ratones C57BL/6J'9 presentaron niveles de insulina
basal (3.8ng/ml) significativamente bajos en comparacién con la cepa silvestre (6.3ng/ml, p <0.0001;
Figura 17A). Mé&s aun, al comparar los niveles de insulina luego de la inyeccion con el glucido,
observamos que los niveles de insulina en los ratones C57BL/6J™ continuaron significativamente bajos

(7.7ng/ml) en comparacion con los de la cepa silvestre (p <0.05, 10ng/ml, Figura 17B).

Con respecto a los niveles de insulina basal (2.1ng/ml) y post glucosa (5.9 ng/ml) de la cepa
Balb/c alimentada con DAG, se observa un incremento significativo (p <0.01, Figura 17A-B). Sin
embargo, los niveles de insulina tanto basal como post glucosa, en los ratones Balb/c alimentados con
DAG fueron significativamente bajos en comparacién con los niveles de los ratones C57BL/6J
(p<0.0001) y C57BL/6J™ (p<0.01) alimentados con DAG (Figura 17).
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Estos datos en conjunto nos indican que, bajo un régimen de DN no se ve alterada la secrecion
de insulina en los ratones que expresan el alelo Nlrplbl, y ante el estimulo con glucosa, como es de
esperarse observamos un aumento en los niveles de esta. Si bien observamos que, en el caso de animales
C57BL/6J™ obesos los niveles de insulina basal estan aumentados con respecto a los alimentados con
DN, estos fueron significativamente bajos en comparacion con los niveles de insulina de ratones
silvestres obesos. Tras el estimulo con glucosa, los niveles de insulina se elevan, pero se mantienen
significativamente bajos en comparacion con la cepa silvestre. Esto confirma que, los ratones C57BL/6J

silvestres alimentados con una DAG muestran hiperinsulinemia (HI).
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Figura 17. El gen NIrp1bl regula la secrecion de insulina posterior a 3 meses con una DAG.

Los animales de todas las cepas indicadas presentaron un ayuno de 6 horas previo, posteriormente se inyecto
intraperitonealmente 1.8 mg/gr de D-glucosa, y fueron sacrificados 15 min después. Se les extrajo sangre para poder obtener
suero a todos los ratones. A) Cuantificacion de insulina basal. B) Cuantificacion de insulina luego de administrar un bolo con
glucosa intraperitonealmente (1.8 mg/gr de D-glucosa). Balb/c n=6, C57BL/6J n=7 y C57BL/6J" n=7. Prueba estadistica
realizada ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p
<0.0001 (****),
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NIrplbl aumenta la sensibilidad a la insulina en ratones C57BL/6J"9 obesos.

De acuerdo a lo anterior, los ratones C57BL/6J™ obesos secretan menores niveles de insulina con
o0 sin estimulo de glucosa en comparacion con los C57BL/6J obesos, y adicionalmente, sostienen una
mejor sensibilidad a la insulina (Figura 15B-C y Figura 16A-B). En tanto que, los ratones silvestres
obesos a pesar de registrar mayores niveles de insulina, no logran controlar los niveles de glucosa por lo

que son considerados resistentes a la insulina (Figura 15B-C y Figura 16A-B).

Para confirmar que los animales C57BL/6J" obesos muestran una mayor sensibilidad a la
insulina en comparacion con los ratones C57BL/6J obesos. Evaluamos la activacion de la cinasa Akt con
la fosforilacion en la serina 473 (pAKTS*") por western blot en el musculo e higado de forma basal y al

ser estimulados con insulina exdgena.

De acuerdo con los resultados, observamos que los animales C57BL/6J™ obesos mostraron
mayores niveles de fosforilacion de pAKTS4’® tanto en el musculo (p<0.001, Figura 18A), como en el

higado (p<0.05, Figura 18B) en comparacion con los animales C57BL/6J obesos.

En conjunto estos datos sugieren, que los animales que expresan el alelo Nlrplbl regulan la
secrecion de la insulina a pesar de haber sido alimentados con una dieta obesogénica por 12 semanas.
Adicionalmente, presentan una mayor activacion de la cinasa Akt en 6rganos metabdlicamente activos

lo que los ayuda a mantener una sensibilidad a insulina.
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Figura 18. La presencia de Nlrplbl mejora la sensibilidad a insulina en ratones C57BL/6J obesos.

Animales C57BL/6J y C57BL/6J™ alimentados con DAG se les indujo un ayuno de 6 horas, posteriormente se les inyecto
intraperitonealmente insulina (1 mU/gr insulina), y se procedi6 a su sacrificio 15min después de la inyeccion. Se les extrajo
tejido muscular y hepético para realizar los western blots correspondientes. A) Cuantificacion densitométrica de los niveles
de pAktS47® en mlsculo. B) Cuantificacion densitométrica de los niveles de pAktS*” en higado. Se normalizaron los valores
del grupo de ratones C57BL/6J a 1 para observar diferencias en los niveles de ratones C57BL/6J™9. Se utilizd AKT como
control de carga. Los ratones fueron divididos en dos grupos: sin tratamiento (-) y con una inyeccion de 1muU/gr de insulina
(+). C57BL/6J n=6, C57BL/6J™ n=6. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error
estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Los ratones C57BL/6J9 obesos no son resistentes a leptina.

Otra hormona relacionada con la obesidad es la leptina. Dado que su funcion principal es inhibir
la ingesta de alimentos y aumentar el gasto energético, se ha discutido que en un estado de obesidad
también existe resistencia a leptina al igual que con la insulina [**8]. Por ello, determinamos los niveles

de leptina en las diferentes cepas de animales alimentados con ambas dietas.

De acuerdo con los resultados, observamos que los animales C57BL/6J™ con DN (2.5ng/ml,
Figura 19A) mostraron niveles de leptina significativamente bajos en comparacion con animales
C57BL/6J con DN (p<0.05, 4.8ng/ml, Figura 19A). Con respecto a los animales alimentados con DAG,
estas diferencias se incrementaron casi 3 veces mas, pues los animales C57BL/6J™ (13.7ng/ml, Figura
19A) siguieron manteniendo niveles bajos de leptina en comparacién con los animales C57BL/6J
(p<0.05, 55.3ng/ml, Figura 19A).

Con respecto a la cepa Balb/c, los niveles de leptina fueron significativamente bajos
independientemente de la dieta y en comparacidn con el resto de las cepas de ratones (p <0.001, DN;
0.5ng/ml, p <0.0001, DAG; 0.8ng/ml, Figura 19A).

De manera interesante, al graficar la ingesta de alimento durante las 12 semanas (Figura 19B),
observamos que los animales C57BL/6J y C57BL/6J™ con DN no presentan variaciones en el patron de
consumo, y en la semana 10 observamos que ambas cepas presentan una ligera caida de su ingesta (Figura
19B). Con respecto a las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ con DAG tampoco se observa una diferencia en
el patron de consumo, pero, observamos una disminucién en el consumo a partir de la semana 3 en ambas
cepas, Yy en el caso de la cepa C57BL/6J™ se observa una caida significativa de la ingesta en la semana
7 la cual se mantiene esta su sacrificio a la semana 12 (p <0.05). Mientras que la cepa C57BL/6J
incrementa su ingesta en la semana 9 y se mantiene por arriba de la cepa transgénica hasta su sacrificio

a la semana 12 (Figura 19B).

Con respecto a la cepa Balb/c, se observan claras diferencias en el patron de consumo entre los
DN y DAG. Pues los animales con DN mostraron un significativo aumento del consumo en comparacién
con los DAG (p <0.0001, Figura 19B). Pero a pesar de esto, no se ve reflejado en su peso en comparacion

con ninguna otra cepa.

La homeostasis de la glucosa esta estrechamente regulada no solo por la insulina, sino también
por la leptina. Dado que, observamos menores niveles de insulina en los animales transgénicos, es
probable que esto se vea reflejado tambien en los bajos niveles de leptina como observamos. Si bien, los

animales que expresan el alelo Nlrplbl mantienen niveles bajos de leptina, observamos que a través del
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tiempo tienden a mostrar una ligera caida en el patrén de consumo. Sin embargo, en el caso de los

transgénicos esto no impidié que ganaran el mismo peso que los animales silvestres.
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Figura 19. Ratones C57BL/6J obesos mas sensibles a leptina.

Registramos el patrén del consumo de los animales semanal. Luego de 6 horas de ayuno se sacrificaron los animales y se
extrajo sangre para poder obtener suero y medir los niveles de leptina. A) Cuantificacion de leptina. Balb/c n=6, C57BL/6J
n=7 y C57BL/6J" n=7. B) Cuantificacion semanal del consumo total de alimento a lo largo de 12 semanas. Balb/c n=10,
C57BL/6J n=15y C57BL/6J™ n=15. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las graficas se muestran las medias + error
estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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NIrplbl disminuye el proceso inflamatorio en el tejido adiposo de animales obesos.

Debido a que observamos una mejora en el metabolismo de carbohidratos, asi como menores
niveles tanto de insulina como de leptina en ratones C57BL/6J™ obesos. Se sabe que un probable causas
de las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos pueden deberse como consecuencia por los altos
niveles de leptina la cual puede promover un estado inflamatorio en el tejido adiposo [?°]. Por lo que,
decidimos realizar un analisis histolégico de este tejido tefiido con hematoxilina eosina (H&E) en las 3
cepas de ratones alimentadas con ambas dietas, y con ello, identificar células inmunes infiltradas como

ya se ha reportado ["®].

Lo primero que nos llamo la atencidn, fue el comparar la estructura de los adipocitos de las cepas
alimentadas con dieta DN, pues observamos que en la cepa Balb/c destaca un mayor numero de
adipocitos por area total de la histografia, por lo cual intuimos se trata de hiperplasia (Figura 20A).
Mientras que en las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™, se observd que los adipocitos fueron ligeramente de
mayor tamafio (hipertrofia) en comparacion con la cepa Balb/c (Figura 20A). Sin embargo, no
observamos diferencias en el tamafio o niimero de adipocitos entre los animales C57BL/6J y C57BL/6J™
(datos no mostrados).

Con respecto a los animales alimentados con una DAG, observamos un claro aumento en el
tamafio de los adipocitos en comparacion con su contraparte alimentada con una DN (Figura 20B-C).
Curiosamente, se observa una similitud en cuanto a la estructura de los adipocitos entre las cepas Balb/c
y C57BL/6J™, pero el tamafio de los adipocitos es mayor en la cepa transgénica. Mientras que la cepa
C57BL/6J muestra mayor heterogeneidad tanto en el tamafio, como posiblemente el nimero de
adipocitos (Figura 20B-C).

En relacion a las diferencias en la estructura presentada en las cepas alimentadas con una DAG,
se sabe que la infiltracion de células inmunes en el tejido adiposo tienen una participacion muy
importante tanto en el remodelamiento del tejido como en la homeostasis [*2°]. Por ello, determinamos
el porcentaje del area de infiltracidn, asi como el numero de células infiltrantes en el tejido adiposo
retroperitoneal (Figura 21). El analisis se realiz6 con base a la cuantificacion de areas mayormente tefiidas
con H&E de las histografias, y por medio de esto, constatamos que el area de infiltracion que presentan
las cepas C57BL/6J (5.7%) y C57BL/6J™ (5.6%) con DN era similar entre ellas, y no presentan
diferencia contra la cepa Balb/c (3.1%, Figura 21A).
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En el caso de los animales alimentados con la DAG, observamos que los ratones C57BL/6J
(22.3%) tuvieron un incremento significativo en el porcentaje de infiltracion y de tres veces mayor, en
comparacion con la cepa C57BL/6J™ (7.1%) y Balb/c (7.5%, p<0.001, Figura 21A).

Por consiguiente, la cuantificacion de células infiltrantes observadas en los animales con DN para
el caso de Balb/c (4.8 células/mm?), C57BL/6J (5.3 células/mm?), y C57BL/6J™ (5.3 células/mm?) fue
muy similar como habiamos observado (Figura 21B). Mientras que en los animales con DAG, la
cuantificacion observada en el caso de Balb/c (5.7 células/smm?) fue significativamente menor en
comparacion con la cepa C57BL/6J™ (p<0.001, 22.6 células/mm?). Sin embargo, la cepa C57BL/6J (62
células/mm?) presentd casi tres veces mas infiltracion en comparacion con la cepa transgénica (p
<0.0001), y la cepa Balb/c (p 0.0001, Figura 21B).

Estos datos demuestran que las cepas que expresan al alelo NIrplb, a pesar de haber sido
alimentadas con la DAG, presentan menor infiltracién de células inmunes en su tejido adiposo. Esto
sugiere que el inflamasoma NIrp1b1 atenda la quimiotaxis de células inmunes locales en el tejido adiposo

de animales obesos resultante de una DAG.

69



<

Na o/qred

Na 9/19.50

Nds,9/19.50

OVvds,9/19.5D

70



Balb/c DAG

C57BL/6 DAG

Figura 20. La expresion del alelo Nlrplbl disminuye el infiltrado de células inmunes en tejido adiposo retroperitoneal
de ratones C57BL/6J™ obesos.

Luego del sacrificio se obtuvo tejido adiposo retroperitoneal y se proceso para su tincion con hematoxilina eosina para su
analisis. A) Micrografias de tejido adiposo de 3 ratones Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J79 con DN (20x). B) Micrografias de
tejido adiposo de ratones Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™ con DAG (20x). C) Micrografias de tejido adiposo de ratones
Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™ con DN (63x). Prueba estadistica realizada ANOVA. La barra en las micrografias representa

100pm. Balb/c n=3 C57BL/6J n=3, C57BL/6J™9 n=3, tomando 10 fotos por ratdn. Micrografias obtenidas por microscopia
confocal invertido, objetivo 20x y 63x.
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Figura 21. La expresion del alelo NIrplbl disminuye el numero de células inmunes en tejido adiposo retroperitoneal
de ratones C57BL/6J™ obesos.

Por medio de las laminillas de tejido adiposo retroperitoneal tefiido con hematoxilina eosina se realizo la cuantificacion del
infiltrado celular. A) Cuantificacion de area de infiltrado (dafio) de células inmunes en tejido adiposo de ratones Balb/c,
C57BL/6J y C57BL/6J™ con DN y DAG. B) Cuantificacién de células inmunes en el tejido adiposo de ratones Balb/c,
C57BL/6J y C57BL/6JTg con dieta DN y DAG. El anélisis de &rea y conteo del nimero de células se realizo por medio de
software Imagej. C57BL/6J n=3, C57BL/6J™ n=3, tomando 10 fotos por ratén. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las
graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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NIrplbl regula el perfil proinflamatorio en el tejido adiposo de animales obesos.

Dado que observamos una menor infiltracion celular en el tejido adiposo de animales transgénicos
obsesos. Decidimos identificar el fenotipo celular al que pertenecen y con ello, establecer el papel que
pudieran tener la expresion del alelo Nlrpl en la infiltracion celular bajo una alimentacion obesogénica
(Figura 22).

De acuerdo con los resultados, cuantificamos e identificamos que el infiltrado celular en el tejido
adiposo en el caso de los ratones C57BL/6J™ alimentados con DAG fue significativamente menor y
corresponde a neutrdfilos debido al marcador Ly6G que presentan (p <0.001, Figura 22A), también a
macrofagos de acuerdo con el marcador F4/80 (p<0.01, Figura 22A) y en contraste, observamos un
aumento significativo en el nimero de células Treg de acuerdo con el marcador FoxP3" (p <0.01, Figura
22A) en comparacion con los ratones C57BL/6J obesos.

Estos resultados se asociaron con el hecho de que en el tejido adiposo de los ratones C57BL/6J™
obesos, se observaran niveles reducidos de quimiocinas involucradas en la migracion de neutrofilos y
macrofagos como CCL-11, GM-CSF, CXCL911,12 (p<0.05, Figura 23A-B). Pero niveles aumentados
de CCL-1 y CCL-5 implicados en la quimiotaxis de células Treg (p<0.05), en comparacion con los
niveles encontrados en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J obesos que fueron contrarios (Figura 23A-
B).

Cabe destacar, que en el tejido adiposo de los animales C57BL/6J obesos también observamos
mayor expresion de algunas citocinas proinflamatorias, como IL-1f, IL-6, y TNF (p <0.05), y como
esperdbamos de leptina (p <0.05). Mientras que citocinas antiinflamatorias como IL-4 e IL-10 se
encontraban significativamente disminuidas (p <0.05), y en ratones C57BL/6J™ obesos aumentadas
(Figura 23B).

Juntos estos datos, indican que el alelo NlIrp1b1 redujo el proceso inflamatorio en el tejido adiposo
resultante de la dieta DAG. Ademas, contribuye a que en el tejido adiposo de ratones transgénicos obesos

se aumenten las células Treg, lo que sugiere que en este tejido predomine un ambiente antiinflamatorio.
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Figura 22. NIrplb1l atenua las células proinflamatorias en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J™ obesos.
Inmunohistoquimica del tejido adiposo retroperitoneal de ratones alimentados con DAG para caracterizar el infiltrado celular.
A) Inmunohistoquimica de Ly6G*, F4/80* y FOXP3*. B) Cuantificacion del area positiva a los diferentes marcadores celulares.
La barra en las micrografias representa 20pum. C57BL/6J n=3, C57BL/6J™ n=3. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las
graficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Figura 23. NIrp1b1 disminuye el proceso inflamatorio en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J"9 obesos.

A partir de extractos proteicos obtenidos del tejido adiposo de ratones alimentado con una DN y DAG, se obtuvo el perfil de
expresion de citocinas y quimiocinas. A) Membranas incubadas con los extractos para evaluar los niveles de citocinas y
quimiocinas. B) Cuantificacion de los niveles de citocinas y quimiocinas en el tejido adiposo. Los valores de densitometria
representan la expresion total comparando 1 animal con DAG contra su contraparte DN (hormalizados). C) Tabla del perfil
de citocinas. Prueba estadistica realizada T de student. C57BL/6J n=2, C57BL/6J™ n=2,
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NIrplbl atenta el procesamiento de Casp-1 e IL-1p.

Dado que evidenciamos que en el tejido adiposo de ratones transgénicos obesos disminuyeron las
poblaciones celulares inmunes con fenotipo proinflamatorio y predominaba un perfil antiinflamatorio.
Evaluamos los niveles de activacion de la Caspasa-1 (Casp-1, cisteinproteasa activada por los
inflamasomas NIrpl y NIrp3), asi como la produccion de la IL-1p (citocina procesada por Casp-1). Esto

debido a que ambas citocinas estan relacionadas en las alteraciones metabodlicas asociados a la obesidad.

De acuerdo con los resultados, observamos que en el tejido adiposo tanto de animales C57BL/6J
como C57BL/6J™ alimentados con DN, mostraban muy poca o nula presencia de la Casp-1 activa (Figura
24A). Con respecto a los animales alimentados con DAG, fue claro que la cepa C57BL/6J™ también
mostro casi nulo procesamiento de la Casp-1, mientras que la C57BL/6J mostro niveles elevados de
Casp-1 activa (Figura 24A).

Adicionalmente, observamos que los niveles de la IL-13 madura, fueron nulos en el tejido adiposo
de animales C57BL/6J y C57BL/6J™ alimentados con DN (Figura 24B). Nuevamente, en los animales
alimentados con una dieta obesogénica observamos que la cepa C57BL/6J™ presentd muy poco o casi
nulos niveles de la IL-1p madura, contrario en la cepa C57BL/6J que presentd incrementados niveles de
la IL-13 madura (Figura 24B).

Estos resultados concordaron con el hecho de que en el suero de ratones C57BL/6J y C57BL/6J™
alimentados con DN se cuantificaran niveles bajos de IL-1f y sin diferencia entre ellos (Figura 24B). Por
otro lado, los ratones C57BL/6J" obesos mostraron niveles reducidos de esta citocina proinflamatoria,
en comparacion con los ratones C57BL/6J obesos los cuales mostraron niveles significativamente altos
de IL-1p circulante (p<0.05, Figura 24C). Mientras que, los ratones Balb/c no mostraron diferencias en
los niveles de IL-1B entre ellos independientemente de la dieta (Figura 24C). Cabe mencionar, que los

valores de IL-1p de la cepa C57BL/6J™ fueron muy similares a los valores de la cepa Balb/c.

Dado que observamos bajos niveles de casp-1 activa y de IL1b madura en el tejido adiposo de la
cepa transgénica, descartamos que esto se debiera a defectos en la activacion del inflamasoma Nlrp3 en

respuesta a agentes proinflamatorios presentes en una condicion de obesidad (Figura 25).

Las diferencias observadas en los niveles de IL-1p en los ratones C57BL/6J™9, no se debieron a
efectos negativos de NIrplbl sobre la activacion del inflamasoma NIrp3. Ya que, al someter a los
macrdfagos derivados de la médula dsea de ratones C57BL/6J y C57BL/6J™ a los diversos estimulos
como LPS-ATP (Figura 25A), glucosa (Figura 25B), o acido palmitico (Figura 25C), no encontramos
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diferencias en los niveles de IL-1p secretada al medio del cultivo entre ambas cepas. Méas aun, el
inflamasoma NIrplb1, fue activé solo en macrofagos derivados de médula 6sea de ratones transgénicos

tras la exposicion a la LTx (Figura 25D).

Estos datos demuestran que, tanto en tejido adiposo como en circulacion, los animales con el alelo
NIrplbl mantienen niveles bajos tanto del zimdgeno de Casp-1 e IL-1 aun con una dieta obesogénica.
Esto es congruente con el hecho de que hayamos visto un perfil menos inflamatorio en los animales
C57BL/6J. Juntos estos resultados indican que el alelo Nlrplbl redujo el proceso inflamatorio

resultante de una DAG en el tejido adiposo independiente al inflamasoma Nlrp3.
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Figura 24. NIrplbl disminuye la inflamacién en el tejido adiposo en ratones C57BL/6J™ obesos.

Luego del sacrificio se obtuvo tejido adiposo retroperitoneal y suero para el analisis de Casp-1 e IL-1 B de ratones C57BL/6J
y C57BL/6J™ alimentados con ambas dietas. A) WB de pro Caspl y Caspl en tejido adiposo. B) WB de IL-1p en tejido
adiposo. C) Cuantificacion de los niveles de IL-1pB en suero. Balb/c n=6 C57BL/6J n=6, C57BL/6J79 n=6. Prueba estadistica
realizada ANOVA. En las gréficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p
<0.0001 (****).
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Figura 25. Nlrplbl no afecta la activacion de IL-1B inducido por estimulos de estrés metabdlico.

Se obtuvieron y diferenciaron macréfagos derivados de médula 6sea de ratones C56BL/6 y C57BL/6J™. Luego fueron
expuestos a diversos agentes proinflamatorios. A) Exposicion a LPS (100 ng/ml) durante 4 horas y posteriormente con ATP
(5 mM) durante 2 horas. B) Exposicion a glucosa (30 mM) durante 24 horas. C) Exposicion a BSA-acido palmitico (Ac Pal
400mM, BSA al 2%) durante 24 horas. D) Exposicion a la toxina letal del &ntrax (LTx, factor letal 200 ng/ml y 1 mg/ml de
antigeno protector) durante 2 horas. Se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y se determinaron los niveles de IL-1
secretada por ELISA. Balb/c n=3, C57BL/6J n=3 y C57BL/6J™ n=3. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las graficas
se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Ratones C57BL/6J79 obesos modulan la dislipidemia inducido por la DAG

Historicamente los ratones se han mostrado resistentes al desarrollo de aterosclerosis inducido
por las dietas altas en grasa, sin embargo, la alimentacion con esta dieta por periodos prolongados resulta
en el desarrollo de lesiones ateroscleroticas. Por ello, decidimos determinar en el suero de todas las cepas

de animales el perfil lipidico luego de haber sido alimentados con ambas dietas por 3 meses.

De acuerdo a los resultados las 3 cepas de ratones alimentados con DN no mostraron diferencias
significativas en su perfil lipidico (Balb/c; colesterol 120mg/dL, triglicéridos 100.4mg/dL, HDL
118.5mm/dL, y VL-LDL 20.1mg/dL, C57BL/6J; colesterol 140.8mg/dL, triglicéridos 88.5mg/dL, HDL
131.4, y VL-LDL 23.1mg/dL, C57BL/6J™%; colesterol 128.9mg/dL, triglicéridos 91.6mg/dl, HDL
135.4mg/dL, y VL-LDL 14.7mg/dL, Figura 26).

Sin embargo, la cepa C57BL/6J alimentada con DAG, mostrd valores significativamente
elevados (p<0.05) tanto para el colesterol 175.7mg/dL, triglicéridos 105.9mg/dL y VL-LDL 76.7mg/dL,
y significativamente bajo (p<0.05) de HDL 103.9mg/dL. En contraste las cepas Balb/c y C57BL/6J™
mostraron valores bajos y muy semejantes (Balb/c; colesterol 142.8mg/dL, triglicéridos 95.1mg/dL,
HDL 130mg/dL, VL-LDL 22.8mg/dL, C57BL/6J'9; colesterol 138.4md/dL, triglicéridos 83.1mg/dL,
HDL 129.9mg/dL y VL-LDL 25.5mg/dL, Figura 26).

Congruente con esto, confirmamos que los animales alimentados con la dieta obesogénica
especificamente la cepa C57BL/6J mostraba mayor acumulacion de vacuolas lipidicas, signo de
esteatosis hepatica. Mientras que las cepas Balb/c y C57BL/6J9, al analizar las histografias obtenidas de
cortes procesados Y tefiidos por la técnica de H&E del tejido hepético se observé menor acumulacion de

vacuolas lipidicas (Figura 27).

Sorpresivamente, observamos en los ratones transgénicos obesos un aumento significativo en los
niveles de HDL el cual es un colesterol relacionado con un riesgo aterogénico menor, entre mayor sean
sus niveles. Mientras que, los niveles de VL-LDL fueron significativamente bajos en los ratones
transgénicos en comparacidn con los silvestres. Estos datos sugieren que, los ratones con el alelo NIrplbl
muestran una disminucién en las alteraciones en el metabolismo de lipidos resultante de una dieta
obesogeénica. En conjunto estos datos indican que el alelo Nlrplbl reduce la dislipidemia en ratones

transgénicos obesos.
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Figura 26. NIrp1bl mejora el perfil lipidos en ratones C57BL/6JT9 obesos.

Los ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas previo al sacrificio, para obtencion del suero. A) Analisis del colesterol
total circulante. B) Analisis de triglicéridos totales circulante. C) Andlisis del HDL total circulante. D) Calculo y anélisis del
VL-LDL total circulante. Balb/c n=10 C57BL/6J n=10, C57BL/6J™ n=10. Prueba estadistica realizada ANOVA. En las
gréaficas se muestran las medias + error estandar, p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) y p <0.0001 (****).
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Figura 27. NIrp1b1 reducen la acumulacion de lipidos en ratones C57BL/6J™ obesos.
Luego del sacrificio se obtuvo tejido hepéatico para su andlisis. A) Micrografias de tejido hepéatico (20x). La barra en las
micrografias representa 100um. Balb/c n=3 C57BL/6J n=3, C57BL/6J™ n=3, tomando 10 fotos por ratén. Micrografias
obtenidas por microscopia confocal invertido 20x.
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El alelo NIrplbl promueve la lipolisis en el tejido adiposo en obesos a través de la produccion de
la IL-18.

Debido a que observamos una disminucion en los niveles de Casp-1 e IL-1p en el tejido adiposo
de ratones C57BL/6J™9, y dado que, recientemente se demostrd que la produccion de la 1L-18 dependiente
del inflamasoma NIrp1 previene la obesidad [**°]. Decidimos determinar los niveles de 1L-18 en el tejido

adiposo de las 3 cepas de ratones alimentadas con ambas dietas.

De manera interesante, tanto los ratones Balb/c como los C57BL/6J™ independientemente de la
dieta producen niveles similares de 1L-18 madura en el tejido adiposo, pero al ser alimentados con una
dieta obesogénica los animales de ambas cepas producen mayores niveles de IL-18 madura (Figura 28A-
B). En cambio, los ratones C57BL/6J independientemente de la dieta, mostraron niveles
significativamente reducidos de 1L-18 madura en comparacion con los animales Balb/c y C57BL/6J™
(p<0.01, Figura 28A-B).

Congruente con esto, al determinar los niveles de activacion de la lipasa sensible a hormonas
(HSL) a través de evaluar el estado de fosforilacion en la serina 660 (pHSLS¢®%%), Encontramos mayores
niveles de pHSL®® en el tejido adiposo de animales C57BL/6J™ obesos en comparacion con los
observados en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J obesos (p<0.05, Figura 29A-B). Aunado a esto,
observamos menores niveles de perilipina, una proteina asociada a la superficie de gotas lipidicas que se
ve disminuida durante la lipdlisis, en el tejido adiposo de animales C57BL/6J™ obesos en comparacion

con los niveles encontrados en ratones C57BL/6J obesos (p<0.05, Figura 29C).

Para confirmar que IL-18 promueve la lipo6lisis, expusimos adipocitos diferenciados de la linea
celular 3T3-L1 a la IL-18 y determinamos los niveles de fosforilacion de pHSL %%, Como se esperaba,
en respuesta al isoproterenol un agonista del receptor -adrenérgico se indujo la fosforilacion de
HSLSe€0 3 Jos15 min después del tratamiento (Figura 30A-B). Con respecto a la estimulacion con la 1L-
18, esta también promovio la fosforilacion de HSLS¢®® independientemente de la concentracion usada
(10 ng/ml 0 50 ng/ml, Figura 30A-B).

En conjunto estos datos indican que, en respuesta a un exceso calorico, el inflamasoma Nlrplbl
produce mas IL-18 que el inflamasoma Nlrplb2. Es probable que niveles elevados de 1L-18 mantengan

la lipolisis, de esta forma se reduce la inflamacion en el tejido adiposo, asi como la dislipidemia.
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Figura 28. NIrp1lbl promueve la produccién de IL-18 en ratones C57BL/6J™9 obesos.

Luego del sacrificio se obtuvo tejido adiposo retroperitoneal para su analisis. A) WB de prolL-18 e IL-18 en tejido adiposo
de ratones Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™ alimentados con una dieta DN y DAG. B) Cuantificacion densitométrica de los
niveles de I1L-18 en tejido adiposo retroperitoneal. Se normalizaron los valores del grupo de ratones Balb/c DN a 1 para
observar diferencias. Se utilizd Erk2 como control de carga. Balb/c n=10 C57BL/6J n=12, C57BL/6J™ n=12. Prueba
estadistica realizada ANOVA. En la gréafica se muestran las medias * error estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001
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Figura 29. 1L.-18 promueve la lipolisis en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J™ obesos.

Luego del sacrificio se obtuvo tejido adiposo retroperitoneal para su analisis. A) WB de pHSLS%% y HSL en tejido adiposo de
ratones Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™ alimentados con una dieta DN y DAG. B) Cuantificacion densitométrica de los
niveles de Perilipina y Actina en tejido adiposo retroperitoneal. Se normalizaron los valores del grupo de ratones C57BL/6J
a 1 para observar diferencias en los niveles de C57BL/6J™9. Se utiliz6 HSL y Actina como control de carga. Balb/c n=10
C57BL/6J n=12, C57BL/6J™ n=12. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la grafica se muestran las medias + error
estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Figura 30. La IL-18 promueve la activacion de HSL en células 3T3-L 1.

Los adipocitos derivados de 3T3-L1 fueron tratados con vehiculo (N/T) o con isoproterenol 10 u (Iso), o con IL-18
recombinante (IL-18%; 10ng/ml o IL-18; 50ng/ml) durante 15 y 30 minutos. Después de ese tiempo, se recolectaron las células
y se prepararon extractos de proteinas. A) WB de pHSLS®® en adipocitos derivados de 3T3L-1. B) Cuantificacion
densitométrica de los niveles de pHSLS®®, Se normalizaron los valores con grupo Iso 15" a 1 para observar diferencias. Se
utilizé GAPDH como control de carga. Experimento realizado 4 veces. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la gréfica
se muestran las medias + error estdndar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Los efectos de Nirplbl sobre el metabolismo de carbohidratos no son mediados por células del

sistema inmune.

Debido a la activacion del inflamasoma NIrp3 en las células del sistema inmune infiltradas en el
tejido adiposo de animales obesos, eventualmente estas conducen al establecimiento de la inflamacion
cronica local y sistémica, lo cual conlleva al desarrollo de alteraciones metabdlicas. Por ello, decidimos
averiguar si la mejora que observamos en el metabolismo de carbohidratos y lipidos de ratones
C57BL/6J™ obesos, se debia a la expresion del alelo NIrp1bl en células hematopoyéticas.

Para probar esto, ratones C57BL/6J se sometieron a radiacion ionizante con una dosis subletal
(900rads por 3min) en un equipo irradiador autoblindado Gammacell-1000 con fuente radiactiva sellada
de Cs'®’. Los ratones estuvieron dentro de jaulas especialmente disefiadas con las medidas de la cAmara
de irradiacion, de modo que se expusiera el cuerpo entero. 6 horas después de la radiacién se repoblaron
las células inmunes por medio del trasplante de células de médula dsea (CMO) de ratones C57BL/6J y
C57BL/6J™ donantes.

Los animales C57BL/6J reconstituidos con CMO de ratones transgénicos y silvestres se
mantuvieron con DN por 5 semanas. Posteriormente, determinamos si habia diferencias en el peso y
metabolismo. De acuerdo a los datos, no observamos diferencias en su peso (C57BL/6J; 22.6g * 0.6,
C57BL/6J™9; 22.99 + 1.3, Figura 31A), ni en los niveles de glucosa basal (C57BL/6J; 236.3 mg/dL,
C57BL/6J%; 210 mg/dL, Figura 31B), ni en la tolerancia a la glucosa (Figura 31C). Por lo que iniciamos
la admiracion con la dieta obesogénica.

Luego de 10 semanas con la DAG, determinamos pardmetros morfométricos, asi como
metabolico. Con respecto al peso, sorprendentemente no se observaron diferencias en su ganancia
(C57BL/6J; 33.2g + 2.8, C57BL/6J'9; 32.6g + 2.9, Figura 32A), tampoco en la ingesta de alimento
(C57BL/6J; 15.3g + 2.8, C57BL/6J™9; 14.89 Figura 32B-C).

En el caso de la glucosa basal, no se observaron diferencias (C57BL/6J; 240.6 mg/dL,
C57BL/6J'9; 217.4 mg/dL, Figura 33A), tampoco en la tolerancia a la glucosa (Figura 33B-C). Por
consiguiente, procedimos a su sacrificio y constatamos que tampoco existian diferencias en el peso de

sus organos metabolicamente activos (Figura 34A).

Para confirmar el éxito del trasplante evaluamos la presencia del transgén en las células
hematopoyéticas de la medula désea de los ratones receptores, por medio de PCR. Confirmamos la
presencia del alelo NIrp1 solo en animales trasplantados con CMO de ratones C57BL/6J™ (Figura 34B).

Estos resultados indican que el efecto de la expresion del alelo Nlrplbl sobre el metabolismo de
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carbohidratos, no es dependiente de su expresion en células mieloides que se generaron a partir de las

celulas trasplantadas bajo nuestro protocolo experimental.
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Figura 31. Parametros basales post radiacién en ratones C57BL/6J y C57BL/6J™ alimentados con DN.

Luego de 5 semanas post radiacion y con DN, se analizaron algunos pardmetros morfométricos y metabélicos. Para ello, me
mantuvieron por 6 horas en ayuno. A) Peso inicial de los ratones. B) Niveles de glucosa basal. C) GTT intraperitoneal (1.8
mg/gr de D-glucosa). C57BL/6J n=3 y C57BL/6J™ n=5. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la gréfica se muestran las
medias * error estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Figura 32. El trasplante de CMO no afectan la ganancia de peso, ni el consumo luego de 10 semanas con DAG.

Los ratones fueron alimentados ad libitum con DAG durante diez semanas. A). Ganancia de peso semanal, monitoreado por
10 semanas. B) Consumo en gramos de alimento DAG por raton por semana. C) Calculo del consumo cal6rico por raton por
semana. C57BL/6J n=3, y C57BL/6J™ n=5. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la grafica se muestran las medias +
error estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Figura 33. El trasplante de CMO no regulan el metabolismo de carbohidratos luego de 10 semanas con DAG.

Luego de 6 horas de ayuno se determinaron los niveles de glucosa basal y se procedi6 a realizar las pruebas de GTTy ITT, a
las diferentes cepas de ratones. A) Niveles de glucosa basal. B) GTT intraperitoneal (1.8 mg/gr de D-glucosa). C) Area bajo
la cuerva. C57BL/6J n=3 y C57BL/6J™ n=5. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la grafica se muestran las medias +
error estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Figura 34. La expresion de Nlrplbl en el compartimento hematopoyético no tiene un efecto sobre los érganos.

Se extrajeron y pesaron los érganos de ratones C57BL/6J y C57BL/6J™. A) Peso de drganos. B) Producto de amplificacion
de Nalpl por PCR punto final. Para ello, obtuvimos DNA de cola de ratones y realizamos PCR de la misma forma que cuando
realizamos genotipificacion. C57BL/6J n=3 y C57BL/6J"9 n=5. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la gréfica se
muestran las medias + error estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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Variantes de nucleotidos unicos en el gene NLRP1 humano asociados al metabolismo de lipidos.

De acuerdo con nuestros resultados, los ratones obsesos que expresan el alelo Nlrplbl, mostraron
una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina. Adicionalmente, presentaron un disminuido
proceso inflamatorio en el tejido adiposo a través de promover un ambiente antiinflamatorio, asi como
una mayor produccion y maduracion de la IL-18. Lo que promovid la lipdlisis y una disminucion en la
dislipidemia. Sin embargo, esto no impidié que los ratones C57BL/6J™ ganaran el mismo peso que los
ratones C57BL/6J, es decir, presentaron un fenotipo conocido como “obesos metabdlicamente sanos”
[221]_

El hecho de que lo ratones C57BL/6J™ que expresan el alelo NIrp1bl, y que los ratones Balb/c
que portan el alelo NIrplbl presentaron resistencia a desarrollar alteraciones metabdlicas cuando se
alimentan con un exceso caldrico. En conjunto con el hecho de que los ratones deficientes de Nlrpla,
NIrp1b2 y Nlrplc son mas susceptibles a desarrollar obesidad y alteraciones metabdlicas, indica que el
alelo NIrplbl es el gen que puede atenuar las alteraciones metabolicas inducidas por el exceso caldrico.
Esto sugiere que variante alélicas de diferentes inflamasomas tienen efectos diferentes en el desarrollo
de la obesidad y diabetes.

Debido a lo anterior, y dado que la variabilidad genética asociada a polimorfismos de nucleétidos
unicos (SNPs) se ha relacionado con la susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades [?%%?%].
Evaluamos la posibilidad de que SNPs en el gene NLRP1 humano se asociaran con alteraciones

metabdlicas en una poblacién mestiza mexicana.

Para cumplir esta meta, en conjunto con el grupo de trabajo de la Dra. Lorena Orozco del Instituto
Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN), se realiz6 un andlisis in silico para identificar y predecir
la ubicacion de SNPs en su base de datos [?24]. De acuerdo al analisis, se identificaron algunos SNPs
sobre algunos individuos, y aunque estos fueron de baja frecuencia, es decir, en menor proporcion.
Destaco que dichos SNPs estuvieran relacionados con parametros metabolicos parecidos a los
observados en los ratones C57BL/6J™ obesos de nuestro estudio. Pues se asociaron como altos niveles

de glucosa, colesterol y con cierto grado de obesidad (Tabla 4).

De acuerdo a lo anterior, se identifico al SNP rs884367 en mayor frecuencia entre los individuos,
y se asocio a mayores niveles de HDL y asi como un IMC alto (Tabla 4). Cabe mencionar que, dicho
SNP result6 ser sindbnimo, por lo que el cambio de su nucledtido C por G no altera el aminoacido de la

proteina (Tabla 4) .
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Posteriormente, determinamos que el 7% de una poblacion indigena mexicana poseian la
presencia del SNP rs884367 en el gen NLRP1 [224], esto al genotipificar 968 muestras de dicha poblacion
(Figura 35A-B). Sin embargo, aun no tenemos las correlaciones con su estado metabdlico para

determinar si el poseer este SNP los hace mas susceptibles o los protege de alteraciones metabdlicas.

Por otro lado, constatamos que el 7% de una poblacion mestiza mexicana de individuos con
obesidad morbida, también poseian el SNP rs884367 en el gen NLRP1 al genotipificar 507 muestras de
esta poblacion (Figura 35C). Més aun, al determinar los niveles de la IL-18 en el tejido adiposo por medio
de WB, observamos una mayor tendencia en los individuos con homocigotos G/G, es decir, en los
individuos que presentaron el SNP rs884367 (Figura 35D). Mientras que individuos homocigotos para

C/C, y heterocigotos C/G presentaron una menores niveles de la IL-18 (Figura 35D).

Si bien, aun hace falta recabar mas informacién para poder determinar un efecto protector por
parte del SNP rs884367 identificado, estos datos nos sugieren que es probable que este SNP afecte la
funcion del gen NLRP1. De esta forma, el SNP puede conferir ciertas modificaciones al RNA mensajero
(mRNA) o proteina de tal forma que bajo un contexto metabolico en el que predomine la obesidad, puede
incrementar los niveles de IL-18 en individuos obesos y esto, se vea reflejado en una mejora en el

metabolismo de lipidos, a pesar de que este SNP se ha considerado silencioso.

Tabla 4. Andlisis estadistico de las frecuencias alélicas.

GLUCOSA
CHR SNP BP Al MAF BETA (L95-U95) P
17  var_17_5433782 5433782 G 0.000131857 257.4 (140.6-374.2) 1.73E-05
COLESTEROL TOTAL
17 rs150677537 5433803 C 0.000263713 116.5 (31.44-201.6) 0.007396
HDL-C
17 var_17_5433954 5433954 T 0.000791139 33.52 (17.32-49.71) 5.38E-05
17 rs884367 5487164 G 0.247689 1.386 (0.1901-2.582) 0.02333

*CHR= cromosoma, SNP= polimorfismos de nucleétidos Gnicos, BP= posicién fisica (pares de base; base-pair), Al= alelo,
MAF= Frecuencia de alelos menores, BETA= Coeficiente de regresion.
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Figura 35. Andlisis del SNP rs884367 e IL.-18 en una poblacién mexicana.

Anaélisis estadistico sobre la frecuencia del SNP rs884367 y su relacion con la IL-18 en el tejido adiposo. A) Plot representativo
sobre la discriminacién alélica en una poblacion indigena. B) Porcentaje de frecuencia alélica en una poblacion indigena. C)
Porcentaje de frecuencia alélica en una poblacion mestiza con obesidad mérbida. D) Cuantificacion densitométrica de los
niveles de I1L-18 en tejido adiposo de una poblacién mestiza con obesidad mérbida, sin DM2. Se utilizé GAPDH como control
de carga. G/G n=3, C/C n=4 y C/G n=5. Prueba estadistica realizada ANOVA. En la gréafica se muestran las medias + error
estandar. p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.0001 (***).
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DISCUSION

Como sabemos, el tejido adiposo no solo tiene un papel importante en el almacenamiento de
energia, sino que también tiene la capacidad de detectar el estado nutricional y regular la movilizacion
de energia, en general mantiene la homeostasis del balance energético. Sin embargo, en caso de que el
balance sea positivo, esto conduce a la acumulacion excesiva de energia en el mismo, lo cual conlleva a
una condicion de sobrepeso u obesidad y ello, predispone a los individuos al desarrollo de alteraciones

metabdlicas ["7].

Ratones C57BL/6J™9 muestran una mejor tolerancia y sensibilidad a insulina a través de mantener
niveles bajos de insulina y leptina.

Como sabemos, la distribucion de la grasa sobre todo en la zona visceral esta relacionada con el
riesgo de desarrollar diversos trastornos metabdlicos, entre los que destaca principalmente la intolerancia
ala glucosa, la resistencia a la insulina y dislipidemias [®°]. Por ello, previo a la alimentacion con la DAG
decidimos comprobar que no existieran diferencias en metabolismo basal de las diferentes cepas de
ratones alimentadas con DN (Figura 13), esto a través de las pruebas de tolerancia a glucosa (GTT) y

resistencia a insulina (ITT).

Como se sabe en la GTT, se administra un bolo de glucosa mediante inyeccion intraperitoneal
(IP) segun el peso del animal. Luego, se recolectan muestras de sangre venosa en serie a través de cierto
periodo (generalmente de la cola) para evaluar la glucosa con un medidor de glucosa. Particularmente,
el propdsito es averiguar la cantidad secretada de insulina en respuesta al glicido. Cuanto mayor sea el
despeje de la glucosa durante el periodo, mayor es la tolerancia a la glucosa [??°]. En la ITT, se inyecta
insulina mediante inyeccion intraperitoneal (IP) segln el peso del animal. De igual forma, se registra el
cambio en la glucosa en sangre como en la GTT. Conceptualmente, cuanto mayor es la disminucion de

la glucosa en sangre, mayor es la sensibilidad a la insulina [??°].

De acuerdo a los datos, observamos que en los ratones con DN no existian diferencias en el
metabolismo tanto en los animales Balb/c y C57BL/6J, asi como en los transgénicos (C57BL/6J'9), pues
todos respondieron de forma muy similar ante el estimulo con el glicido e insulina (Figura 13). Al
realizar la caracterizacion de la respuesta metabdlica en las mismas cepas alimentadas con la DAG,
primeramente, encontramos que en los ratones C57BL/6J™ no se afectd la ganancia de peso, pues
ganaron un peso muy similar a la cepa C57BL/6J con ambas dietas (Figura 14), aunado al hecho de

ambas cepas registraron la misma ingesta de ambos tipos de alimento (Figura 14).
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Sin embargo, los animales C57BL/6J™ a pesar de tener obesidad, presentaron menor
susceptibilidad a desarrollar alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, ya que mostraron una
mejor tolerancia a glucosa y sensibilidad a insulina en comparacion con la cepa silvestre (Figura 15-
Figura 16). En este sentido, al cuantificar los niveles de insulina observamos que eran menores en los
animales C57BL/6J™ independientemente de la dieta, tanto en condiciones basales o bajo la estimulacion

con un glucido (Figura 17).

Esto es importante pues resalta el hecho de que, los ratones transgénicos fueron menos propensos
a presentar intolerancia a glucosa y esto, no tiene que ver con el hecho de que secreten mayor cantidad
de insulina, pues como observamos la cepa silvestre muestra intolerante a glucosa ademas de presentar
HI (Figura 17). Adicionalmente, observamos que los animales transgénicos presentan una mejor
sensibilidad a la insulina, en cambio los silvestres debido a la HI presentan resistencia a la insulina en
tejidos metabolicamente activos como son higado y masculo, es decir, estos érganos dejaron de
responder a la insulina normalmente secretada y por ello, muestran niveles altos de insulina para

compensar su baja respuesta (Figura 18).

De acuerdo a la literatura, la intolerancia a la glucosa es una condicién metabolica que resulta de
la hiperglucemia y que pone a los individuos en alto riesgo de desarrollar diabetes [*°!]. Se sabe que la
intolerancia a la glucosa difiere de la resistencia a la insulina debido a que, 1) se presentan alteraciones
en la glucosa en ayunas predominantemente por resistencia a la insulina hepatica, pero se tiene
sensibilidad normal a la insulina en el tejido muscular. Sin embargo, se muestran defectos en la secrecion
de lainsulina en la fase temprana en respuesta a la glucosa. 2) Se presenta intolerancia a la glucosa debido
a laresistencia a la insulina en el tejido muscular, ademas de exhibir defectos en la secrecion de la insulina

en la fase temprana y tardia [%%°].

En la obesidad el desarrollo DM2 es debida a la resistencia a la insulina, también asociada a la
HI. Una posible causa de esto es que las células B pancreéticas fueron hiperestimuladas para liberar mas
insulina y asf, controlar la hiperglucemia [*]. Aunque el mecanismo fisioldgico por el cual, la cepa
transgénica a pesar de registrar menor cantidad de insulina respondié mejor en las pruebas metabdlicas,
no es clara. Podriamos suponer que la expresion del alelo Nlrplbl, puede tener un efecto sobre las células
B pancreaticas, ayudando a tener un control sobre la produccion de insulina y retardando los efectos
deletéreos de una DAG y con ello, se evita la HI de esta forma se contribuye a que los tejidos

metabolicamente activos sigan teniendo sensibilidad a la insulina.
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Con respecto a la leptina, se sabe que esta hormona correlaciona con las reservas de grasa y
responden a los cambios en el equilibrio energético [*°]. Algunos modelos de obesidad genéticos e
inducidos por dieta en donde la leptina no cumple su funcién incluyen a los ratones deficientes en leptina
ob/ob y a los ratones deficientes en el receptor de leptina db/db, asi como a las ratas Zucker diabéticas
[2%8]. Dentro de las observaciones a destacar en estos modelos es que presentan hiperfagia e HI lo que
correlaciona con obesidad, y al menos parte de la HI puede atribuirse al hecho de que la leptina
normalmente actua para suprimir la sintesis y secrecion de insulina en las células § pancreéticas, es decir,

existe un circuito entre la insulina y la leptina [2*8].

En nuestro estudio, evidenciamos que a pesar de que los animales C57BL/6J™ fueran obesos,
presentaron menores niveles de leptina y adicionalmente, a través del reporte de su ingesta observamos
una caida el consumo de alimento posterior a la semana 7 que se mantuvo hasta la semana 12 (Figura
19). Mientras que en la cepa silvestre paso lo contrario, pues presentaron niveles elevado de leptina, asi
como un ligero aumento del consumo de alimento de la semana 9 en adelante (Figura 19). Seria
interesante llevar por mas tiempo a las cepas silvestres y transgénicas con ambas dietas para observar
quizés de forma mas clara si se mantiene esta caida en la ingesta, por lo que quizas se estaria modulando

por la participacion del Nlrplbl.

En este sentido, sabemos que la leptina y la insulina comparten efectos comunes en el control de
la ingesta de alimentos y el metabolismo energético [%%]. La leptina también disminuye la produccion de
glucosa hepéatica, aumenta la sensibilidad a la insulina y disminuye los niveles de glucagon [%]. Dado
que observamos menores niveles de leptina en los animales que expresan Nirplbl, es probable que este
efecto sea debido a la conexion existente entre la insulina y leptina y ello, retarde las alteraciones

metabolicas ocasionadas por la dieta obesogénica en estos animales.

Esta interaccion entre leptina e insulina en los animales transgénicos los mantendria menos
propensos a desarrollar intolerancia a la glucosa, asi como resistencia a la insulina y leptina como
observamos, sin embargo, el mecanismo por el cual podria ser no es claro por lo que faltarian mas

experimentos por realizar.

Ratones C57BL/6J7 mantienen un perfil antiinflamatorio en el tejido adiposo a través de la

disminucion del procesamiento de Casp-1 e IL-18.

Durante la obesidad se produce un agrandamiento del tejido adiposo para almacenar el exceso de
ingesta energética. La hiperplasia (aumento del numero de células) y la hipertrofia (aumento del tamafio

de las células) son dos posibles mecanismos de crecimiento del tejido adiposo para llevar a acabo esta
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funcion [%?°]. Actualmente existe una controversia con respecto a si la hipertrofia en los adipocitos
antecede a la hiperplasia de los mismos y con ello, satisfacer la necesidad adicional del almacenamiento
de grasa en la progresion hacia la obesidad [2%]. Mientras que en la hiperplasia, se ha observado que
equilibra la hipertrofia y asi, regular la homeostasis del tejido adiposo, ya que aumenta la capacidad

proliferativa de los preadipocitos para contender con las altas cargas de almacenamiento de grasas [*1].

Para abordar los efectos ocasionados por la dieta en los ratones transgénicos sobre el proceso
dinamico del crecimiento del tejido adiposo, primeramente, observamos existen diferencias en la
estructura de los adipocitos pues al parecer la cepa Balb/c muestra un patrén de hiperplasia mientras que
las cepas C57BL/6J y C57BL/6J™ muestran un patron de hipertrofia (Figura 20). Con respecto al
infiltrado celular en las tres cepas con DN, se observa una disminuida infiltracion (Figura 21) lo que hace
suponer corresponde solo a las células residentes.

Sin embargo, en la comparacion del desarrollo de obesidad inducida por la DAG en estas tres
cepas, observamos que tanto la genética como la dieta tiene un papel importante en la distribucién y la
estructura de los adipocitos. En el caso de las cepas Balb/c y C57BL/6J' se observan adipocitos ahora
mas hipertréficos (Figura 20). Mientras que la cepa C57BL/6J muestran adipocitos de igual forma mas
hipertréficos, pero cabe resaltar que también muestra cierto grado de heterogeneidad pues se observan

adipocitos grandes y pequefios (Figura 20).

Esto nos hace suponer que debido a la expresion del alelo Nlrplbl (factor genético) y la dieta, en
las cepas Balb/c y C57BL/6J™ se desarrolla primeramente hipertrofia, precisamente para contender con
las altas cargas de grasa y asi, tratar de mantener la homeostasis del tejido adiposo. Mientras que en la
cepa C57BL/6J pudieran llevarse acabo tanto la hipertrofia e hiperplasia, pues se ha perdido el control

de la homeostasis, y los adipocitos pequefios pudieran ser adipocitos nuevos o muertos.

Al comparar los resultados experimentales entre nuestros modelos, encontramos que la hipertrofia
estd fuertemente correlacionada con la dieta. Debido a nuestra metodologia, no podemos evidenciar
claramente la hiperplasia, pero podriamos suponer que esta depende de ciertos factores relacionados a la

cepa, nuevamente, lo que sugiere una interaccion entre la genética y la dieta.

De acuerdo a nuestros resultados, observamos una mejor tolerancia a glucosa y sensibilidad a
insulina en la cepa transgénica (Figura 15), y dado que, en la obesidad se asocia de una inflamacion
cronica en el tejido adiposo, y esta metainflamacién es la responsable de alterar el metabolismo de

carbohidratos [8]. Evidenciamos que efectivamente en los ratones Balb/c y C57BL/6J™ (NIrplbl) se
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cuantificaron menores células infiltradas en su tejido adiposo, en comparacion con la cepa silvestre

(NIrp1b2) que fue registro mayor infiltracion celular (Figura 21).

En este contexto, no solo fue baja la infiltracion celular en el tejido adiposo en la cepa transgénica
obesa, sino que también registraron un ndmero reducido de neutrofilos y macrofagos asociados a una
baja expresion de quimiocinas involucradas en su migracién (CCL11, GM-CSF, CXCL911-12, Figura
22, Figura 23) [2322%%]. Por el contrario, la deteccion de células FoxP3* Tregs se encontrd aumentada en
los transgénicos, de igual forma asociada con niveles elevados de quimiocinas involucradas en su
reclutamiento (CCL1 y CCLS5, Figura 22, Figura 23) [2*4]. Mas aun, al cuantificar los niveles proteicos
de Casp-1 e IL-1p en el tejido adiposo, evidenciamos que también se encontraban bajas en la cepa
transgénica obesa (Figura 24). Curiosamente, la IL-18 fue la Unica citocina inflamatoria que difirio en
las cepas de ratones pues, observamos un aumento en sus niveles en la cepa transgénica obesa (Figura
28).

Dado que observamos una mayor presencia de neutrofilos y macrofagos en el tejido adiposo de
los ratones C57BL/6J y esto se asocidé con mayores niveles de citocinas proinflamatorias como Casp-1,
IL-1B, IL-6 y TNF entre otras, aunque menores niveles de la IL-18 (Figura 22-Figura 24). Pudiera ser
que la expresion del alelo Nlrplbl promueva un mayor procesamiento de la IL-18 y esto beneficie la
polarizacién del ambiente proinflamatorio resultante de una DAG hacia un ambiente antiinflamatorio en
el tejido adiposo, aunque este mecanismo es una especulacién por parte nuestra pues aun se desconoce

si esto ocurre.

Se ha postulado de los beneficios que el incremento de las células Treg tiene en respuesta al dafio
tisular y como ayuda a la regeneracion muscular [?°], y como su deficiencia resulta en una
autoinmunidad alterada, con una expansién masiva en el reclutamiento de monocitos proinflamatorios y
activacion de células mieloides [?*®]. De igual forma, se ha demostrado que la IL-18 puede promover

tanto la diferenciacion como la activacion de células Tregs [2372%9].

Esto podria explicar el porque nosotros encontramos un mayor reclutamiento tanto de Treg, asi
como mayores niveles de la IL-18 en los ratones transgénicos obesos (Figura 22-Figura 28). Aunado al
hecho de que, la activacion de Tregs mediada por IL-18 también podria explicar los altos niveles de la
IL-17 en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J™ obesos, pues se ha reportado que las células FoxP3*
tienen la capacidad de producir IL-17, mientras que mantienen suprimidas funciones de la respuesta

inmune efectora (Figura 22, Figura 23) [*%9].
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Como previamente mencionamos, los ratones C57BL/6J mostraron altos niveles de leptina en
suero a pesar de que ganaron el mismo peso que los ratones C57BL/6J™ (Figura 14-Figura 19). Al
cuantificar los niveles de leptina en el tejido adiposo, de igual forma observamos altos niveles en ratones
C57BL/6J (Figura 23).

Esto es consistente con el hecho de que la leptina, tiene al parecer un papel dual como hormona
y citocina. Hemos visto que como hormona tiene influencia en multiples funciones endocrinas y del
metabolismo energético [%4°]. Sin embargo, como citocina recientemente se evidencié que promueve
respuestas inflamatorias, pues al parecer en pacientes obesos niveles elevados de leptina circulantes
contribuyen significativamente al estado inflamatorio por lo que los hace mas susceptibles a desarrollar
ECV, DM2, o enfermedades degenerativas [1%241242], Esto también correlaciona con el hecho de que,
en los animales transgénicos obesos, hayamos determinado un ambiente antiinflamatorio en el tejido
adiposo, pues detectamos menores niveles de leptina y altos niveles de las citocinas IL-4 e IL-10 (Figura
23).

Con respecto a la metainflamacion por la que cursan los animales silvestres en comparacion con
los animales transgénicos, se ha evidenciado que existen otros receptores citosélicos pertenecientes a la
familia NLR los cuales tienen un papel importante en este sentido. Los denominados receptores NOD1
y NOD2 resultan ser receptores citosolicos que pueden desempefiar funciones importantes en la
inflamacién ocasionada por patdgenos, pues tienen la capacidad de inducir una respuesta proinflamatoria
al reconocer al ligando peptidoglicano bacteriano (PGN) [2*]]. Sin embargo, recientemente se ha visto su

participacion en el mantenimiento de la homeostasis del metabolismo energético.

Zhao y colaboradores [>*4], mostraron que en ratones alimentados con una dieta alta en grasas se
veian incrementados los niveles del mMRNA de Nod1 en el tejido adiposo. Esto se asocié con una mayor
expresion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias, lo que correlaciono con una disminuida

sensibilidad a la insulina y, por tanto, ocasiono alteraciones metabdlicas.

Por otro lado, en una linea celular estable de miocitos (L6-GLUT4myc) incubada con PGN activo
selectivamente a Nod2, con ello eventualmente se vio inhibida la captacion de glucosa por parte de los
miocitos, debido a la activacion de cinasas proinflamatorias como p-JNK y p38 [?*°]. Mas aun, se ha
demostrado que los animales Balb/c deficientes de Nod2 alimentados con una dieta obesogénica no solo
generan obesidad, sino que también generan hiperlipidemia e hiperglicemia. Ademas de sufrir

alteraciones en la expresion de genes involucrados en el metabolismo hepatico, asi como en el
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metabolismo y respuesta inmune del tejido adiposo [2*°]. De manera interesante, también se vio alterada

la diversidad de la microbiota intestinal en los animales Balb/c deficientes de Nod2.

Lo sorprendente de los receptores Nod-NIrp es que, ademés de tener un papel como receptores
inmune innatos intracelulares, al parecer también fungen como sensores intracelulares y tienen la
capacidad de formar complejos. En este sentido, hace tiempo se evidencié la formacion del complejo
Nod2-NIrplb en respuesta al muramil dipéptido, a través del cual se promueve la activacion de casp-1y
la produccion de IL-1B [%7].

Esto hace pensar que, de existir una interaccion entre Nod2 y el inflamasoma NIrplbl en nuestro
modelo C57BL/6J"9, quizas sea la razon por la que evidenciamos mayores niveles de la IL-18. Ya que
como hemos visto, los animales Balb/c aun con una dieta obesogénica mostraron una eficiente
produccion de IL-18 la cual los previno de alteraciones en el metabolismo de lipidos como discutiremos

a continuacion.

Ratones C57BL/6J™ mostraron una disminucion en el perfil lipidico, a pesar de presentar mayor

lipolisis debida a un mayor procesamiento de la IL-18 en su tejido adiposo.

Recientemente se demostrd que, a diferencia del inflamasoma NIrp3 que media la produccién de
IL-1B, y asi promueve el proceso inflamatorio en el tejido adiposo de animales obesos, la activacion del
inflamasoma NIrpl pudiera mantener la homeostasis de lipidos, y glucosa en respuesta al exceso de
energia [1%]. Esto involucra a la 1L-18, ya que al parecer su produccion pudiera ser mediada por el

inflamasoma Nlrp1.

De acuerdo con nuestros datos, observamos mayor procesamiento de la IL-18 en los animales
C57BL/6J™, lo cual también se asoci6 con una disminuida alteracion en su perfil lipidico (Figura 26).
Cabe mencionar que, los animales transgénicos ademas de presentar niveles bajos de colesterol,
triglicéridos y LDL (lipoproteinas de baja densidad), estos Gltimos asociados con un riesgo alto de
desarrollar ECV, presentaron mayores niveles de HDL (lipoproteinas de alta densidad) inversamente
correlacionados con ECV [**]. Adicionalmente, observamos por medio de micrografias que también los
animales transgénicos mostraron menor esteatosis hepatica en comparacion con los animales silvestres
(Figura 27).

Dado que ratones deficientes de IL-18 o del receptor de IL-18 fueron susceptibles a desarrollar
hipercolesterolemia [?!] y resistencia a la insulina [#°], y que incluso, algunos de estos trastornos
ocurrieron antes de manifestar obesidad [*°]. Mientras que por el contrario, la administracion de 1L-18

en animales deficientes los rescato de alteraciones en el metabolismo de lipidos y glucosa [**°]. En este
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estudio, identificamos altos niveles de la 1L-18 en el tejido adiposo por lo que suponemos que esta
citocina pudiera mantener la homedstasis de este tejido [1°21?]. Por ello, proponemos que el incremento
de IL-18 en el tejido adiposo resultante de la activacion del inflamasoma NIrp1b1, atenda las alteraciones

metabdlicas en nuestro modelo C57BL/6J'.

El mecanismo por el cual la IL-18 pudiera promover esta homeostasis o incluso el gasto
energético no esta bien definido, pero sabemos que involucra la lipolisis [**°]. De acuerdo con esto,
decidimos observar los niveles de HSL pues se sabe que es una enzima clave que regula la activacion
aguda de la lipolisis pues es una proteina citosélica que transloca gotas lipidicas en respuesta a la
estimulacion por catecolaminas [?*°]. Dicha translocacion depende de la fosforilacion por lo que
observamos mayores niveles de pHSLS¢® en el tejido adiposo de ratones transgénicos en comparacion
con los silvestres (Figura 29). Ademas de que, los animales transgénicos también presentaron menores
niveles de perilipina la cual se considera presenta niveles de correlacion inversa a los niveles de pHSLS®%,
pues tiene que ver con la formacién de las gotas lipidicas y entre menores sean menores niveles de

perilipina se formaran (Figura 29).

Al exponer adipocitos diferenciados 3T3-L1 a la IL-18, también observamos un aumento en los
niveles de pHSLS%? activa, con lo cual confirmamos que IL-18 promueve la lipdlisis (Figura 30). De
manera congruente con nuestros datos, encontramos un menor grado de dislipidemia, lo cual correlaciono
con una marcada disminucidon de esteatosis hepéatica (Figura 26Figura 27) en ratones Balb/c y
C57BL/6J™ obesos.

Por lo que proponemos que el inflamasoma Nlrplbl tiene una funcion protectora contra el
desarrollo de la dislipidemia, causada por el exceso de energia, a través de la produccion eficiente de IL-
18 al promover el retraso de las alteraciones en el metabolismo lipidico. Sin embargo, aun nos hacen
falta experimentos por los cuales podriamos determinar como es que la IL-18 podria llevar a la activacion

de HSL y como esto correlacionaria con una disminuida dislipidemia en los ratones.

La expresion del inflamasoma NIrpl en células mieloides no impidié las alteraciones en el

metabolismo de carbohidratos.

El tipo de célula en la que Nlrpl ejerce su funcidn y procesa a IL-18 bajo un contexto metabolico,
aun sigue siendo un area de investigacion activa. De acuerdo a la literatura, se ha evidenciado que al
hacer trasplante de CMO de ratones deficientes de Nlrplno se observan cambios en el metabolismo

energético al ser alimentados con una dieta obesogénica [*°°]. Por otro lado, al hacer el mismo tipo de
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trasplante en ratones deficientes de Pyd-Card observaron mayor sensibilidad a la insulina en comparacion

con ratones silvestres luego de haber sido alimentados con una dieta obesogénica [2%].

Nosotros en nuestro estudio, no evidenciamos cambios en el peso, asi como en el metabolismo
de carbohidratos luego de que pasaron 15 semanas de haber realizado el trasplante de CMO vy dentro de
esas pasaran 10 semanas con una dieta obesogénica (Figura 31-Figura 34). Es probable que se requiera
un mayor tiempo con la dieta para poder observar los efectos protectores identificados en los animales
transgénicos, ya que de acuerdo a los datos se observa un tendencia a tener mayores niveles de respuesta

en la GTT por parte de los ratones trasplantados con células que expresan al Nlrplbl.

SNPs en el gen NLRP1 pudiera tener una participacion en la regulacion de alteraciones

metabdlicas en humanos.

A pesar de que los animales transgénicos mostraran menores alteraciones metabdlicas y esto
correlaciono con que tuvieran menores signos de metainflamacion en el tejido adiposo. Esto no impidio
que los ratones generaran obesidad, sin embargo, podriamos decir que presentaron un fenotipo similar al
“obeso metabdlicamente sano”, descrito en algunas personas obesas las cuales no muestran alteraciones

metabdlicas [?2].

Con esta idea, y dado que en humanos solo existe un gen NLRP1, al evaluar la asociacion de
variantes de un solo nucledtido (SNPs) con alteraciones metabodlicas en la poblacion mexicana, se
identifico la presencia de la variante rs884367 en el gen NLRP1. Més aun, se le encontr6 asociada con
niveles altos del HDL en personas obesas (datos no mostrados).

De manera inesperada, encontramos que este SNP rs884367 resulto ser silencioso debido a que
no genera un cambio de aminoacido en la proteina, por lo que se esperaria que estos polimorfismos no
conferirian susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades u otros fenotipos [*®]. Sin embargo,
recientemente este concepto ha cambiado de acuerdo con algunos ejemplos que daremos a continuacion,
y en los cuales se discute que dichos SNPs silenciosos pueden tener un papel regulador sobre el mMRNA
que puede afectar al corte y empalme al aumentar o disminuir su eficiencia, la estabilidad y/o estructura
del mMRNA. Asi mismo, se puede ver afectada la proteina de estos SNPs en su plegamiento, la estructura,

como también en su funcién bioldgica normal o en su respuesta a cierto tratamiento.

En este sentido, Niemi y colaboradores [?2°] demostraron la asociacion de un SNP sinénimo en el
gen ABCC2 el cual confirio resistencia a multiples farmacos. De acuerdo con el estudio, los autores
observaron un beneficio sistémico por parte del SNP en individuos al tratarlos con pravastatina, el cual

pertenece a la familia de las estatinas. En dicho estudio, los autores proponen que el mecanismo
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subyacente puede implicar un efecto modulador por parte del SNP sobre la estabilidad del mMRNA u otros
mecanismos que podrian actuar a nivel transcripcional, aun que no evidenciaron en su estudio su

propuesta.

Por otro lado Kimchi y colaboradores [>*?] reportaron que un SNP sinénimo en el gen de
resistencia a multiples farmacos (MDR1), estaba ligado a la funcion alterada del producto del gen de la
P-glicoproteina (P-gp). Ya que, a pesar de que encontraron niveles similares tanto del mMRNA como de
la proteina P-gp, observaron la inhibicion del efecto esperado en células HeLa con el SNP. Por ello,
concluyen que existen alteraciones conformaciones que tienen que ver con el plegamiento y la estructura
de la proteina P-gp, ya que, resulto en menor actividad de esta proteina ante un inhibidor en comparacion

con el haplotipo comun.

Aun queda por definir si la presencia del SNP rs884367 encontrado en el inflamasoma NLRP1
de individuos en la poblacién mexicana con HDL alto y con obesidad tiene un efecto benéfico. Ademas
de definir cual podria ser el posible(s) mecanismo(s) que posee para conferir dicho efecto, es decir, si
este tiene que ver con la estabilidad en la estructura del mMRNA o de la proteina del NLRP1, o si existen
interacciones a nivel transcripcional los cuales tengan un beneficio sobre mecanismos celulares

posiblemente relacionados con los lipidos.

Especulamos que este SNP podria favorecer la estabilidad del mRNA, al favorecer mayores
niveles de NLRP1 y, por tanto, promover una mayor produccion de la IL-18 en el tejido adiposo de los
individuos portadores. Debido a esto, aunque los portadores sean obesos, presentan menores
probabilidades de desarrollar alteraciones metabdlicas. Sin embargo, aun falta mucho por descubrir con

respecto a este SNP silencioso, y su posible papel en el metabolismo energético.
Puntos para destacar en esta tesis y perspectivas.

De acuerdo a la literatura, las alteraciones metabdlicas debidas a una condicion de obesidad tiene
un trasfondo inflamatorio el cual puede ser originado en el tejido adiposo [**%]. En este estudio,
caracterizamos que la activacién del inflamasoma Nlrplbl en ratones transgénicos, aminoro las
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos a través de modular negativamente la respuesta

inflamatoria generada en el tejido adiposo inducida por un exceso de lipidos debido a la DAG.

Demostramos que, la respuesta inflamatoria inducida por la DAG especificamente por las
citocinas Casp-1 e IL-1 se vieran disminuidas, mientras que la IL-18 se vio aumentada en los animales
transgénicos. Esto beneficio al metabolismo de lipidos pues se vio disminuida la dislipidemia y se

promovié la lipolisis. Sin embargo, ¢cual podria ser el mecanismo por el cual IL-18 beneficia el
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metabolismo energético? Y ¢cual podria ser la razon por la que se polariza el fenotipo M1 a un fenotipo
M2, resultante de una DAG?

Esto nos dio informacion para evaluar en una poblacion mestiza mexicana si existian SNPs
ligados al inflamasoma NLRP1. De acuerdo al anélisis, se identifico un SNP en la poblacion mexicana
en cual pudimos ligar a individuos con un IMC alto, pero con parametros metabdlicos cardioprotectores
como es altos niveles de HDL. De esta forma, se podria sugerir que existe un posible retardamiento en
el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de lipidos debido a que prevalece una asociacion del SNP
en el inflamasoma NLRP1 con mayores niveles de la IL-18. Sin embargo, no es claro cual podria ser la
relacion entre NLRP1, la IL-18 y el metabolismo de lipidos, por lo que haria falta proponer mas analisis

al respecto.

De acuerdo con nuestros datos concluimos que i) la expresion del gen Nlrplbl atenda las
alteraciones metabdlicas, y modula la respuesta inflamatoria en el tejido adiposo, ademas de promover
la lipolisis en respuesta a un exceso caldrico, debido a la iii) eficiente produccion de la IL-18 producto
del gen Nlrplbl. Esto promueve y beneficia diversos mecanismos involucrados en el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, que al parecer pueden proteger contra la DM2 y la dislipidemia en animales

obesos.
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Figura 36. Fenotipo del ratén transgénico obeso metabdlicamente sano.
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Resumen grafico el cual recapitula nuestros resultados. De acuerdo a nuestras observaciones en nuestro modelo de ratén
transgénico (C57BL/6J™9) alimentado con una dieta alta en grasa, predomind un fenotipo antiinflamatorio en su tejido adiposo.
Esto debido a que se vieron aumentados los niveles de la 1L-18 lo cual contribuyo a tener una mejor homeostasis en el

metabolismo de glucosa y lipidos.
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METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratones Balb/c obtenidos de Charles River. Los ratones transgénicos C57BL/6J que
expresan el alelo NIrplbl (C57BL/6J'9), descritos previamente [*%], fueron amablemente donados por
el Dr. Cory Teuscher de la Division de Inmunobiologia, Departamento de Medicina, Universidad de
Vermont, EE. UU. Las dos lineas independientes de ratones transgénicos C57BL/6J™ se mantuvieron
como heterocigotos, los hermanos de camada negativos para el transgen se utilizaron como animales
C57BL/6J silvestres. Todos los animales se mantuvieron en cajas ventiladas, con un ciclo de 12h/12h

luz/oscuridad con acceso libre a la alimentacion y agua.

Los animales fueron alimentados con una dieta regular (DN) (2018SX; Harlan Teklad Global) o
con una dieta alta en grasas (DAG) (D12492, Dietas de investigacion, Tabla I) ad libitum. EI consumo
de alimentos y el peso se registraron semanalmente. Todos los experimentos con ratones fueron
aprobados por el comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia (No de proyecto IN209513 and
IN212316), Universidad Nacional Auténoma de México y de acuerdo con las directrices del Instituto
Nacional de Salud (NIH).

Genotipificacion

El DNA gendmico se extrajo a partir de un fragmento de la cola del raton o de la médula ésea para
detectar la presencia del gen Nlrplbl. El tejido se digirié en 500 ul de tampon de lisis (Tris 50 mM pH
8.0, EDTA 100 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, 4% SDS, 5 mg/ml pronase) en bafio maria a 56°C durante la
noche. Las muestras se enfriaron en hielo, se afiadid6 RNAsa 5 ul (25 pg) y se incubo a 37°C durante 30

min. El DNA fue precipitado con 200 ul de etanol al 100% y resuspendido en 50 ul de H20, cuantificado
y almacenado a -20°C hasta su procesamiento.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 20 ng de DNA genémico y 25 pM de
oligonucledtidos para: NIrplbl delantero (TTG ACA GAG AGT GAG GAA CCT ATA CC) y reversa
(GGG ACC ATC ATT TGT GGC ATC) durante 35 ciclos (1 minuto a 94°C, 1 minuto a 68°C, 1,5 min
a 72°C) y una extension final a 72°C durante 10 min. Actina delantero (GGG TCA GAA GGA CTC CTA
TG) y reversa (GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG) durante 30 ciclos (45 s a 95°C, 30 s a 60°C, 1 min
a 72°C) y una extension final a 72°C por 7 min. Los fragmentos de ADN se resolvieron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualizado por tincion con bromuro de etidio.
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Analisis metabdlico

A todos los animales, previo a las pruebas de tolerancia a glucosa (GTT) y resistencia a insulina
(ITT), se les dejo en ayuno por 6 horas y posteriormente, se les determinaron los niveles de glucosa basal
(0 min). En el caso de la prueba GTT se les inyecto un bolo de glucosa intraperitonealmente (D-Glucosa;

dosis 1.8mg/gr) y se les midieron los niveles de glucosa a través del tiempo (15, 30, 60 y 120 min).

Una semana despues, se les realizo la prueba ITT, inyectandoles insulina intraperitonealmente
(Humulin R; dosis 0.1 U/gr), y se determinaron los niveles de glucosa en el tiempo (15, 30, 60 y 120
min). Estas mismas pruebas se realizaron nuevamente concluidos los 3 meses de alimentacion con las

diferentes dietas a todos los animales.

Los niveles de glucosa fueron determinados con el equipo glucometro Accu-Check Active ®, el
cual mide por fotometria de reflectancia la intensidad de color producido en la capa de la tira reactiva,
una vez que se le deposita una gota de sangre de cada animal. A través de esta reflectancia, calcula la
concentracion de la muestra a través de un algoritmo especifico de lote, y el resultado presentado se

describe en unidades de mg/dL o mmol/L.

Para calcular el area bajo la curva (AUC) tanto para GTT como para ITT se utilizo la formula de
Tai [>4]:

n
Area = %Z Xi—1(Yi1—1+ Y1)

=1
Donde X1 = Glucosa (mg / dl), (Y1-1 + Y1) = Tiempo (0,15,30,60,120 min).
Analisis del perfil lipidico

La glucosa plasmatica en ayunas (FPG), el colesterol total (CHOD) vy los triglicéridos (TG) se
determinaron en el suero obtenido de los animales, mediante un ensayo colorimétrico enzimatico,
utilizando la prueba de glucosa oxidasa y colesterol oxidasa, 4-aminofenazona (kit Roche-Cobas C111,
Roche Diagnostic USA). El coeficiente de variacion intra e interensayo fue de 2.5% y 2.8%,
respectivamente. Para el colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), se midio utilizando
métodos enzimaticos directos: PEG colesterol esterasa y PEG colesterol-oxidasa (HDL-C maés 3er
generacion, kit Roche-Cobas C111, Roche Diagnostic USA). El colesterol de baja densidad (LDL-C) se

calculd usando los niveles de TG sérico <150.0 mg/dl como se describe en la formula de Anandaraja

[255]_
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ELISAS

Los niveles circulantes de insulina y leptina se cuantificaron en suero sanguineo usando el kit de
ELISA para insulina de rata/ratébn EMD Millipore (Cat. # EZRMI-13K) y el kit de ELISA para leptina
de ratén EMD Millipore (Cat. #EZML-82K), siguiendo las instrucciones de fabricacion. Los niveles de
IL-1B en sobrenadantes de cultivo o en plasma se cuantificaron usando el kit de IL-1p ELISA MAX™

Deluxe Sets Biolegend (Cat. # 432605) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Activacién de macréfagos

Se extrajeron macrofagos de medula a partir de extremidades inferiores de animales de la cepa
Balb/c, C57BL/6J y C57BL/6J™. Se cultivaron las células de medula ésea para su diferenciacion en
medio DMEM (GIBCO-Invitrogen) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS products),
penicilina (100 ug/ml) -estreptomicina (100 ug/ml, GIBCO-Invitrogen) y glutamina 2 mM (Sigma-
Aldrich). EI medio DMEM se suplementé con medio acondicionado L929 al 20% como fuente de
estimulo de colonias de granulocitos/macréfagos (GMCSF). Las células se incubaron a 37 °C en CO2 al
5%. 48 horas después de sembrar las células 5ml de medio se descartaron y se agregaron 5ml de medio
fresco, este paso se repitio 48 horas después. Al dia 7, se desecho todo el medio, se lavaron las células
con 10 ml de PBS. Se agregaron 2ml de Versene frio (0.48 mM, Thermo Fisher) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Las células se separaron pipeteando suavemente.
Posteriormente, se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y se resuspendieron en medio RPMI
(GIBCO-Invitrogen) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS products), penicilina (100 ug/ml)
-estreptomicina (100 ug/ml, GIBCO-Invitrogen) y glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich). Los macréfagos se

contaron y cultivaron en placas 12 horas antes del procedimiento experimental.

Para las diferentes estimulaciones, se sembraron 2x10° macréfagos derivados de médula dsea y
se estimularon con la toxina letal antrax (factor letal 200 ng/ml y antigeno protector 1ug/ml) durante 2
horas. Para la estimulacion con ATP, glucosa o &cido palmitico, los macréfagos se estimularon
previamente con LPS (100 ng/ml) durante 4 horas y luego se expusieron a: ATP (5 mM) durante 2 horas;
glucosa (30 mM); sorbitol (30 mM) como control de osmolaridad; albimina de suero bovino (BSA) con
Ac.Pal (acido palmitico 400 mM, 2% de BSA, 1% de FBS en DMEM) y BSA solo (2% de BSA, 1% de
FBS en DMEM) como control, por 24 horas. La desnaturalizacion de las membranas celulares se obtuvo
usando el tensoactivo no ionio Triton® X-100 (9% (v/v en agua) por 45 min. Posterior a los estimulos,
los sobrenadantes fueron obtenidos y las células cosechadas y almacenados a -70°C, hasta su

procesamiento.

103



Piroptosis

La actividad del lactato deshidrogenasa (LDH) se determino en sobrenadantes de cultivos
estimulados con los diferentes estimalos como LPS, ATP, glucosa, sorbitol, acido palmitico y BSA.
Como controles se ocuparon sobrenadantes de cultivos estimulados con la toxina letal del antrax, y en el
caso de Triton® X-100 fue para disolver proteinas integrales de membrana. Para ello, se uso el kit de
ensayo de citotoxicidad no radioactiva CytoTox 96® (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante y
con base en el porcentaje de liberacion de LDH de los controles, se determino el porcentaje de LDH

liberado por las condiciones de interés.

Para confirmar las alteraciones en la permeabilidad de la membrana, determinamos el nimero
total de nucleos tefiidos con yoduro de propidio. Para la tincidon con yoduro de propidio, los macr6fagos
se lavaron con PBS y se incubaron con yoduro de propidio (5 mg/ml) durante 5 minutos, posteriormente,
se realizaron lavados, y fueron fijados con paraformaldehido al 4%, y se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

Posteriormente se observaron bajo un microscopio invertido Olympus ix8i EP2 refrigerado PE2.
Cultivo y diferenciacién de pre adipocitos 3T3-L1

Los pre adipocitos 3T3-L1 fueron donados por el Dr. Ramdn Gonzélez Garcia-Conde (UAEM).
Las células 3T3-L1 se mantuvieron de acuerdo a Shing et al., 2010 [?°®]. Las células se cultivaron en
DMEM suplementado con FBS al 10%, antibiotico al 1%, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio y piruvato 25
mM en una atmosfera de CO2 al 5% 37°C. Un dia después de la confluencia, las células 3T3-L1 se
diferenciaron en DMEM suplementado con FBS al 10%, insulina 5 pug/ml, 3-isobutil-1-metilxantina 0,5
mM y dexametasona 1 uM. Dos dias después, el medio se reemplaz6 con medio de cultivo suplementado
con 5 pug/ml de insulina y las células se cultivaron por dos dias mas, cambiando el medio todos los dias.

En el quinto dia de diferenciacion, las células se usaron para experimentos.

Antes del tratamiento con rIL-18, las células 3T3-L1 diferenciadas se cambiaron a medio de
cultivo en ausencia de agentes diferenciadores. Una hora después, las células se dejaron sin tratar o se
trataron con isoproterenol (10 mM) o con riL-18 (10 ng/ml o 50 ng/ml) durante los periodos de tiempo
indicados. Los extractos de proteinas totales se prepararon como se describe a continuacion y se

almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.
Trasplante de células de médula dsea

Se irradiaron ratones C57BL/6J silvestres de 8 semanas de edad con una dosis subletal de 900

rads usando un irradiador de cesio 137 GammaCell-1000E. Posteriormente, los ratones fueron inoculados
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via intravenosa, por la vena de la cola, con células de médula 6sea (5x10°) de ratones C57BL/6J silvestres
o C57BL/6J™.

Cinco semanas después a la radiacion e inoculacion de células, los animales fueron alimentados
con una dieta alta en grasas durante diez semanas. Posteriormente, se les realizaron pruebas de tolerancia
a la glucosa (descrito en analisis metabolico). Una vez concluido el experimento, se obtuvo DNA
genomico de las células de la médula 6sea, para detectar la presencia el transgén NIrplbl, por medio de
PCR, como indicador del éxito del trasplante.

Preparacion de tejidos

Luego de ser alimentados por 3 meses con las diferentes dietas, los animales fueron sacrificados
con mondxido de carbono (CO.), previo ayuno de 6 horas. El tejido adiposo retroperitoneal, se fijo en
paraformaldehido al 4% en solucién salina tamponada con fosfatos durante la noche a 4°C, luego se
incubd en sacarosa al 30% en PBS durante la noche a 4°C. EI higado fue embebido en tissue Tek® OCT
(Sakura Finetek, Torrance, CA) y almacenado a -70°C hasta su uso. El tejido adiposo, musculo e higado

fueron congelados inmediatamente con hielo seco y almacenados a -70°C hasta su procesamiento.

Las muestras de sangre obtenidas por puncién cardiaca se mantuvieron a 4°C por aproximadamente
dos horas y posteriormente promover la formacién de coagulos. Luego, se centrifugaron a 1,200 rpm

durante 10 min; se recupero el suero y se almacend a -70°C hasta su procesamiento.

Para los experimentos en los que se evalud la activacion de la via de sefializacion de la insulina, se
inyectd a los ratones intraperitonealmente con insulina (Humulin-R®, dosis 0.1 U/gr) y se sacrificaron

15 minutos después.
Analisis histoldgico del tejido adiposo y hepatico

El tejido adiposo se embebid en parafina y se corto en secciones de 5 um de espesor. Los cortes
fueron puestos al horno a 60°C durante 1 hora, y desparafinados en xileno, posteriormente rehidratados
en gradiente de etanoles, y luego tefiidos con hematoxilina y eosina (Harris hematoxylin durante 30 s y

eosina durante 2 min).

El analisis de la histologia de adipocitos se realiz con el software ImageJ de acuerdo con el
procedimiento manual (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Las imagenes microscopicas se obtuvieron usando el
microscopio confocal Zeiss LSM510 / UV Axiovert 200M con camara a color Nikon COOLPI1X 5000.
La infiltracion de las células inmunes en el tejido adiposo se cuantificd calculando la proporcion de

infiltracion en 20 campos (20x), de 3 cortes de 5 ratones por grupo experimental. Para el conteo celular
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de células inmunes que forman la estructura similar a una corona por mmz2 se uso el software ImageJ. Se

cuantificaron 10 campos (20x y 63x) de 3 cortes de 5 ratones diferentes.

El tejido hepatico se mont6 en el OCT Tissue-Tek (Sakura Finetek, Torrance, CA) y se congelo
para su corte. Los cortes de higado se tifieron con hematoxilina y eosina. Las imagenes microscopicas se
obtuvieron usando el microscopio confocal Zeiss LSM510 / UV Axiovert 200M con camara a color
Nikon COOLPIX 5000. Se cuantificaron 10 campos, 20x de 3 cortes de 3 ratones diferentes.

Inmunofluorescencia

Del tejido adiposo retroperitoneal incluido en parafina, se cortaron secciones (5 um) y se
montaron en portaobjetos de vidrio cargados (Superfrost Plus Yellow) y se rehidrataron. La recuperacion
de antigeno inducida por calor se realiz6 usando tampon de citrato pH 6,0 (citrato de sodio 10 uM) a
90°C durante 20 minutos. Las secciones se permeabilizaron (10 mg/ml de BSA, 5% de suero de caballo,
0,02% de azida de sodio, 0,5% de Triton X-100) durante 2 horas y se incubaron con anti-Ly6G (BD),
anti-F4/80 (Abcam) o anticuerpos primarios anti-FoxP3 (Biolegend) a temperatura ambiente durante 18
horas.

Los anticuerpos secundarios anti-rata AF 488 (Molecular Probes), anti-rata AF 594 (Jackson
ImmunoResearch) y anti-raton AF 647 (Jackson ImmunoResearch) respectivamente, se incubaron 2
horas a temperatura ambiente. Los nucleos se contratifieron con Hoechst (Invitrogen) durante 10 minutos.
Las secciones se montaron con Vectashield (Vector Laboratories) y se adquirieron las imagenes en un
microscopio confocal invertido Eclipse Nikon Ti (Nikon Corporation) usando NIS Elements v.4.50. Las
histografias se analizaron usando el software ImageJ (software ImageJ, National Institutes of Health;
http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Extractos proteicos totales e inmunotransferencia

La extraccion de proteina total a partir de células, se realizo incubando las células en tampon de
lisis (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 137 mM, B-glicerofosfato 25 mM pH 7.4, PPiNa 2 mM, EDTA 2 mM
pH 7.4, Triton X-100 al 1%, 10% de glicerol) suplementado con inhibidor de proteasa completo (Roche)
e inhibidores de fosfatasa (Na3VO4 200 mM, DTT 0.1 mM, PMSF 1 mM), por 10 min. Posteriormente,
las células fueron raspadas de la caja para ser lisadas mecanicamente, y todo el concentrado fue
centrifugado a 14,500 rpm por 15 min a 4°C. Posteriormente, se recupero el sobrenadante, se hicieron

alicuotas que fueron almacenado a -70°C hasta su procesamiento.
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La extraccion de proteina total a partir de tejido congelado de higado, musculo y tejido adiposo,
inicio con un fragmento del tejido del tamafio de una lenteja, incubandolo por 10 min en un volumen de
entre 300-600 uL de tampdn de lisis . El tejido hepético y musculo y adiposo fueron sonicados con un
homogeneizador ultrasénico de sonda (UCE ultrasonic) a una potencia de entre el 50 al 80%,
posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 14,500 rpm por 15 min a 4°C, y se recuperaron los

sobrenadantes.

Independientemente del origen de la muestra (células o tejido), las proteinas fueron cuantificadas
por el método de Bradford, y se cargaron 40 pg de proteina total en geles de acrilamida al 10% (para
resolver proteinas >40KDa) o al 15% (para resolver proteinas <30KDa). Las proteinas se transfirieron a

membranas de nitrocelulosa (0.20um), por hora y media.

El bloque de las membranas se realizo por 1 hora, ya sea en leche o BSA al 5% en una solucion
salina tamponada con Tris (TBS; Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) con 0.1% de detergente
Tween® 20 (TBS-t). Las incubaciones con los anticuerpo primarios fueron realizadas a 4°C toda la
noche, diluidos en solucién TBS-t. Posterior a la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno
con solucion TBS-t y se incubo con anticuerpo secundario a temperatura ambiente en solucion TBS-t por
1 hora, realizando nuevamente 3 lavados de 10 min cada uno con solucion TBS-t. Las interacciones
anticuerpo-antigeno se visualizaron por quimioluminiscencia usando un instrumento de biociencias LI-

COR. La densitometria se realizé con el software Image Studio versién 5.2.5.
Perfil inflamatorio del tejido adiposo

Para determinar el estado inflamatorio del tejido adiposo de los ratones alimentados con una dieta
normal o alta en grasas se determind mediante la matriz de anticuerpos contra marcadores inflamatorios
del raton C1 RayBio® C-Series (# AAM-INF-1-4). Para ello, se prepararon extractos de proteinas del
tejido adiposo como se describid arriba. Las matrices se sondearon con 250ug de extractos de proteinas
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las interacciones anticuerpo-antigeno se visualizaron por
quimioluminiscencia utilizando un instrumento LI-COR Biosciences. La densitometria se realizo con el

software Image Studio versién 5.2.5.
Anticuerpos

Los anticuerpos Anti-AKT fosforilado (Ser 473; No. 9271), anti-AKT (No. 9272), anti-HSL
fosforilado (Ser 660; No. 4126), anti-HSL (No. 4107) y anti-perilipina (No. 9349) se obtuvieron de Cell
Signaling; los anticuerpos anti-caspasa-1 (sc-514), anti-IL-1p (sc-1251), anti-ERK fosforilado (#sc-
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7383), anti-ERK2 (sc-154), anti-1L-18 (sc-7954) y anti-actina (sc -1615) se obtuvieron de Santa Cruz
Biotechnology.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media + error estandar de la media. Los datos se sometieron a
ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparacién multiple de Turkey, o a la prueba de T de
Student, ambas utilizando el grafico Prism v6. Se consideraron diferencias significativas con un valor de

p=<0.05.
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