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ABREVIATURAS

ACC. Acetyl CoA Carboxilasa.

AGS. Acidos grasos saturados.

ALA. Acido linolénico.

CLA. Acido Linoleico Conjugado.

DAG. Diacilgliacerol.

DM2. Diabates mellitus tipo 2.

DHA &cido docosahexaenoico.

EPA. Acido Eicosapentaenoico.

FFA. Acidos grasos libres.

GPCR’s. Receptores acoplados a proteinas G.
GS. Glucégeno sintasa.

GSKa3. Cinasa de la glucégeno sintasa 3.
HSL. Lipasa sensible a hormona.

HSPs. Proteinas de choque térmico.



IkkB. Cinasa de IkB.

IL-6. Interleucina 6.

JNK. Cinasa del amino terminal de cJun.

IP3. Inositol trisfosfato.

IRS. Sustrato del receptor de insulina.

NFkB. Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas.

PIP2. Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato

PIP3. Fosfatidil inositol 3,4,5-trisfosfato.

PI3-K. Cinasa de fosfoinositidos 3.

PKB. Proteina cinasa B.

PKC. Proteina cinasa C.

PPAR. Receptor acoplado al proliferador de peroxisomas.

PTEN. Fosfatasa y homologo de tensina deletado en el cromosoma 10.

PTP. Proteinas fosfatasa de tirosinas.

AGPIs. Acidos grasos poliinsaturados.

Ser. Serina.



SHIP2. Fosfatasa de fosfotirosinas de homologia a Src.

TAG. Triacilglicerol.

Thr. Treonina

TNF-a. Factor de necrosis tumoral a.

TLRs. Toll like receptors

Tyr. Tirosina.

TZD. Tiazolidinedionas.



ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) constitutes a group of isomers of linoleic acid, a
polyunsaturated fatty acid. It has been proposed that anti-inflammatory and anti-diabetic
effects of CLA are isomer specific. While the cis-9, trans-11 isomer is responsible for
reducing levels of pro-inflammatory cytokines and insulin resistance in adipose tissue
cells, the trans-10, cis-12 isomer promotes insulin resistance, reduction of body fat
accumulation, hepatic steatosis, and increase in inflammatory interleukins. Hepatic insulin
resistance could be attributed to the activation of PKCg; dietary CLA increases hepatic
DAG, membrane-associated PKCe. The molecular mechanisms of PKCe activation in
hepatic insulin resistance induced by CLA are still unknown, thus it is relevant to
investigate the relationship between the effects of these fatty acids on insulin signaling
pathway and the role of PKCe in hepatic cells. Our results clearly show that the two
isomers of CLA decrease insulin-stimulated phosphorylation of key proteins involve in
insulin signaling such as Akt at Ser*”® and Thr3%, the insulin receptor at Tyr''°8 IRS-1 at
Tyrs%2 and GSK-3 at Ser”?:. However, the protein expression was not affected.
Interestingly, both isomers of CLA promote phosphorylation and activation of PKCe. When
a dominant negative of PKCe was transfected in C9 cells, the negative effects of CLA on
Akt phosphorylation were improved. Additionally, we also found that both isomers of CLA
increase phosphorylation of IRS at Ser®!2 and Ser®®’, mechanism that probably underlies
the inhibition of IRS signaling by PKCe, also they induced intracellular lipid accumulation,

which was shown by confocal microscopy and TEM. These findings suggest that the two



main isomers of CLA could have a significant role in the development of insulin resistance

in hepatic cells through IRS serine phosphorylation and the PKCe activation.

RESUMEN

El acido linoleico conjugado (CLA por sus siglas en inglés), constituye un grupo de
isbmeros derivados del acido linoleico, un acido graso poliinsaturado. Se ha propuesto
gue los efectos observados para este acido graso son isdmero-especifico, siendo el
isbmero cis-9, trans-11-CLA el responsable de disminuir los niveles de citocinas
proinflamatorias y de reducir la resistencia a la insulina en células de tejido adiposo,
mientras que el isbmero trans-10, cis-12-CLA promueve resistencia a insulina, reduce la
acumulacién de grasa corporal y aumenta la esteatosis hepética, asi como el aumento de
interleucinas inflamatorias en tejido adiposo. La activacion de PKCe se encuentra
asociada a la resistencia a la insulina en el higado. CLA induce el incremento en la
concentracion de DAG y la asociacién de esta proteina a la membrana plasmatica en
células hepaticas. Debido a que los mecanismos moleculares de resistencia a la insulina
hepatica relacionados con la activacion de PKCe son aun desconocidos, resulta relevante
conocer la asociacion entre estos acidos grasos en la via de sefializacion de la insulina y
el papel de PKCe en células hepaticas. En nuestros resultados se observé claramente que
ambos isomeros de CLA disminuyen la fosforilacion de proteinas clave involucradas en la
via de sefializaciéon de insulina, tales como Akt en la Ser*® y en la Thr*%, el receptor de
insulina en la Tyr''%® |RS-1 en la Tyr%¥ y de GSK-3 Ser®?!, sin tener cambios en la
expresion de éstas. De forma interesante, ambos isémeros de CLA promueven la
activacion y fosforilacion de PKCg; al ser transfectada la dominante negativa de esta
proteina, los efectos negativos inducidos por los isomeros de CLA en la fosforilacién de
Akt fueron revertidos. Adicionalmente, encontramos el incremento en la fosforilacion de
IRS en la Ser®'? y la Ser®® mecanismo que podria conllevar a la inhibicion en la
sefializacion de IRS inducida por PKCg, ademas encontramos que ambos inducen la
acumulacion intracelular de lipidos, efecto observado a través de microscopia confocal y
electronica de transmision. Estos hallazgos, sugieren que los dos isémeros principales de
CLA podrian tener un papel significativo en el desarrollo de resistencia a la insulina en
células hepéticas, a través de la fosforilacién en serinas de IRS,la activacion de PKCe y la

acumulacion de lipidos dentro de las células.



l. INTRODUCCION

l.I Mecanismos de Sefializacion de la Insulina

La insulina es una hormona peptidica de tipo anabdlico de 5.8 KDa, secretada por
las células B de los islotes pancreédticos de Langerhans en respuesta a niveles
elevados de nutrientes en la sangre. Su principal funcion es la de mantener la
concentracion de glucosa en sangre en un rango entre 80-105 mg/dl, favoreciendo
la entrada y almacenamiento de este nutriente en el musculo y el tejido adiposo,
en el higado induce el proceso de glucogénesis e inhibe la gluconeogénesis, la
glucogendlisis y la cetogénesis (Saltiel, et al. 2001).

El almacenamiento y liberacion de energia apropiados durante estados de
gasto y consumo de glucosa son esenciales para la sobrevivencia, y son
generalmente controlados por la insulina; esta hormona controla funciones
metabdlicas muy importantes, tales como la estimulacién del transporte de
nutrientes a las células, la regulacién de la expresién génica, la modificaciéon de la
actividad enzimética y la regulacién de la homeostasis energética. Estas funciones
son llevadas a cabo en distintos tejidos blanco a través de diferentes cascadas de
sefalizacion.

Los principales tejidos en los que la insulina actia regulando actividades
metabdlicas son los tejidos hepéatico, adiposo y muscular. De forma general, en el
tejido muscular actia estimulando la translocacion de transportadores GLUT-4 a la
membrana celular, en el tejido hepatico favorece la sintesis de glucégeno e inhibe
la expresion de enzimas gluconeogénicas clave, mientras que en el tejido adiposo
su funcién radica principalmente en disminuir la actividad de la lipasa sensible a
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hormona. Este efecto anti-lipolitico resulta en la inhibicion del flujo de &cidos
grasos libres (FFA) hacia el exterior de los adipocitos. Toda esta serie de
actividades pertenecientes a la insulina, se efectian debido a una combinacion de
efectos rapidos, como la estimulacién del transporte de glucosa en las células
adiposas y musculares y la regulacién de la actividad de enzimas clave en el
metabolismo, y de mecanismos a largo plazo que implican cambios en la

expresion geénica (Gribble, 2005).

I.I.a Receptor de Insulina

Las acciones de la insulina son mediadas por la unibn a su receptor
presente en la membrana plasmética de sus células blanco. El receptor de insulina
(IR) es una glucoproteina que pertenece a la familia de receptores con actividad
intrinseca de cinasa de tirosina (Tyr) (RTK’s), que al ser estimulados se
autofosforilan en residuos de tirosina. La expresién celular de este tipo de
receptores es variable, con el mayor nivel de expresion en tejidos que responden a
las principales acciones de la insulina en el metabolismo de hidratos de carbono,
lipidos y proteinas, tales como el tejido adiposo, muscular y hepatico. Se ha
encontrado también, que el IR puede ser expresado en otros 6rganos tales como
el rindn, los alvéolos pulmonares, acinos pancreaticos, placenta, fibroblastos,
granulocitos, eritrocitos, piel, entre otros (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3643) .

El IR es un heterotetrdmero compuesto por dos subunidades-a y dos
subunidades-B. Las subunidades-a se encuentran localizadas en el dominio
extracelular de la membrana plasmatica y contienen sitios de unién a insulina,

mientras que las subunidades-B tienen una porcion extracelular, una
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transmembranal y una intracelular, en donde se localiza el dominio con actividad
de cinasa de tirosina. En la region intracelular se han identificado tres regiones
estructurales que incluyen: a) regién yuxtamembranal, en donde se localizan las
tirosinas Tyr®® y Tyr%?; b) el dominio de cinasa de tirosina, en donde se
encuentran las tirosinas Tyr'18, Tyr!162 y Tyrl163: |a autofosforilacion de estos tres
residuos aumenta de 10 a 20 veces la actividad de cinasa del receptor, y c) el
extremo carboxilo-terminal en donde se localizan las Tyr'32® y Tyr'334 que al
parecer pueden tener un papel importante de regulacién sin formar parte de la
sefializacion del receptor (Figura 1).

En condiciones de no estimulo, las subunidades-a ejercen un papel regulador
sobre las subunidades-$, inhibiendo la capacidad del IR para autofosforilarse.
Después de que la insulina se une a su receptor, las subunidades-a sufren
cambios conformacionales que permiten que las subunidades-f3 se activen y sean
capaces de autofosforilarse en residuos de tirosina®. Los residuos autofosforilados
son entonces reconocidos por diferentes proteinas adaptadoras, entre las que se
incluyen miembros de la familia del sustrato del receptor de insulina (IRS), de los
cuales IRS-1 e IRS-2 constituyen los dos principales sustratos e intermediarios
mAas comunes en la etapa inicial de propagacién de la sefial de insulina. IRS actta
como una molécula adaptadora que organiza la formacibn de complejos
moleculares y desencadena cascadas de sefializacion intracelular (Youngren,

2007).
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LRI Asa de activacion
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TYr 4328 .
COOH- terminal

Subunidad

Figura 1. Estructura del receptor de insulina. El receptor de insulina es un
heterotetramero que consiste de dos subunidades-a extracelulares unidas a dos
subunidades-f3 por puentes disulfuro (Olivares Reyes, et al. 2009).

La mayoria de las acciones de la insulina se llevan a cabo por la activacion
de dos principales vias de sefalizacién: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI3K)/Akt, la cual es responsable de la mayoria de sus acciones metabdlicas, y la
via de las cinasas activadas por mitbgeno/Ras (MAPKs/Ras), que regula la
expresion genética y los efectos mitogénicos asociados a la insulina (Olivares

Reyes, et al. 2009).

I.I.b Via de sefalizacion mediada por la PI3K
Esta via se encuentra mayormente vinculada con los efectos de la insulina
en el metabolismo de glucosa vy lipidos. La via inicia cuando el receptor activo y

autofosforilado, interacciona con el sustrato del receptor de insulina (IRS) y lo
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fosforila. Las proteinas IRS contienen un dominio amino-terminal de homologia a
pleckstrina (dominio PH) altamente conservado, seguido por un dominio de union
a fosfotirosinas (PTB), que en conjunto permiten el acoplamiento de IRS al IR
activo. IRS contiene entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilacion, en funcién del
tipo de IRS, de los cuales se conocen 4 isoformas, IRS-1 a IRS- 4, que al ser
fosforilados por el IR, se convierten en sitios de unién y activacion de proteinas
que contienen dominios SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina Src),
muchas de las cuales funcionan como proteinas adaptadoras (Olivares Reyes J A,
Arellano Plancarte A, 2008).

De las 4 isoformas de IRS, la que parece estar involucrada en el transporte
de glucosa a las células es la isoforma 1 (IRS-1), la cual contiene varios sitios de
fosforilacion en residuos de tirosina que al ser fosforilados por el IR, se convierten
en sitios de union y activacion de proteinas que contienen dominios SH2 como la
cinasa del fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3K). La PI3K consta de una subunidad
reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccion entre
p85/IRS-1 da por resultado la activacion de p110 y a consecuencia de ello, p110
tiene acceso a su sustrato, fosfatidil inositol 4,5-bis-fosfato (PI(4,5)P2), el cual es
fosforilado en la posicion 3 del inositol, generando fosfatidil inositol tris-fosfato
(P1(3,4,5)P3), que sirve como sitio de union para cinasas de Ser como PDK1 y
Akt’. El complejo proteico mTor/Rictor, también conocido como PDK2, activa a
Akt, induciendo una primera fosforilacion en la Ser*”® que es seguida por la
fosforilacion de la Thr3%8, esta Gltima inducida por PDK1. Existen tres isoformas de
Akt (Aktl-3), de las cuales, la isoforma 2 juega un papel importante en la

incorporacion de glucosa inducida por la insulina, incluyendo la incorporacion de
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glucosa en musculo y tejido adiposo a través de la translocacién de GLUT-4 de
compartimentos intracelulares a la membrana celular. La cinasa Akt desempefia
un papel central en la sefializacion de la insulina, ya que su activacion lleva a la
fosforilacion de un importante nimero de sustratos, entre los que se incluyen
enzimas, factores de transcripcion, proteinas reguladoras del ciclo celular y
proteinas de apoptosis y sobrevivencia, con funciones clave en una amplia
variedad de procesos biolégicos. Ademas, Akt regula varios de los efectos
metabolicos de la insulina a través de la fosforilacion de una lista creciente de
sustratos que propagan la respuesta de la insulina, incluyendo a la enzima
glucégeno sintasa (GS), a la glucdégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), a la sintasa de
oxido nitrico inducible (iINOS), a la fosfofructocinasa 2 (PFK2), a la proteina de
union al elemento de respuesta al AMP ciclico (factor de transcripcion CREB), a la
molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (NTOR), a la caspasa 9y a la
proteina antiapoptética antagonista de Bcl2 (BAD). Entre sus principales acciones
metabolicas, destaca la fosforilacion e inactivacion de la enzima GSK3, una cinasa
que en condiciones de no estimulo inhibe a la glucdégeno sintasa; la inhibicién de
GSK3 por Akt favorece la activaciéon de la glucdégeno sintasa y el aumento en la
sintesis de glucdgeno tal y como se muestra en la figura 2 (Myers MG Jr, White

MF. 2002, Jensen M, De Meyts P. 2009, Gual, et al. 2005).

I.I.c Via de las MAPKs/Ras
La via de las cinasas de proteina activadas por mitbgeno (MAPKs/Ras), es aquella
en la cual, la insulina ejerce efectos que participan en la sintesis proteica y expresion

génica. La activacion de esta via involucra la fosforilacion en Tyr de las proteinas IRS
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y/o Shc, las cuales, a su vez, interactian con la proteina adaptadora Grb2, que

recluta a SOS (un factor recambiador de nucleétidos de guanina) a la membrana

plasmatica para la activacion de la proteina G pequefia Ras, catalizando el

intercambio de GDP por GTP en Ras, lo que permite su activacion. Ras-GTP opera

como un switch molecular, estimulando la activacion de la cascada de MAPKS, a

través de la activacion secuencial de Raf, MEK y ERK1/2 (Engelman et al, 2006).

Una vez activas, ERK1/2 se translocan al nucleo y catalizan la fosforilaciéon de

factores de transcripcion que regulan la expresion génica y promueven el

crecimiento, la proliferacién y la diferenciacion celular (Figura 2) (Taniguchi et al,

2006, Boulton et al, 1991).

Racapior
da insulina

l Sintesis da

Expresidn génica glucégeno
Prolifaracicn
Difaranciacion

Cracimianio calular

Adipogénesis

Sintesis da
proteinas

Figura 2. Vias de PI3K/Akt y MAPKs mediadas por insulina. Estas vias representan los
principales mecanismos por los que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo,

diferenciacién, crecimiento y proliferacién celular (Gutiérrez Rodelo et al; 2016).
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.1l REGULACION DE LA SENAL INSULINA
La insulina ejerce acciones metabodlicas, de promocion del crecimiento y
proliferacion celular a través de mecanismos de autorregulacion (regulacién
homéloga), por medio de la participacién de diversas enzimas activadas por la
misma via, las cuéles poseen la capacidad de inhibir a proteinas clave que
forman parte de la sefializacion de la insulina. También, existen mecanismos
moleculares homeostéticos, independientes a los activados por la insulina, que
pueden inhibir también la sefializacion de esta hormona, lo cual es denominado
mecanismo de regulacion heterdloga (Youngren J. F. 2007, Gutiérrez Rodelo et al;
2016). Ambos, mantienen la homeostasis celular, definiendo la duracion, la
sefializacion y las acciones de la insulina (Saltiel AR, Kahn CR, 2001).

Se han identificado diferentes mecanismos de regulacion homeostética a
nivel del IR, de IRS y de proteinas localizadas rio abajo de ambas, entre las que
se encuentran PI3K, Akt o GLUT4 (Boulton TG, 1991, Olivares-Reyes JA. 2012)

(Figura 3).

I.Il.a Receptor de Insulina.

Multiples estudios han demostrado que la actividad del IR es regulada por
la accidon de fosfatasas de fosfotirosinas que desfosforilan residuos especificos de
Tyr en el receptor activo, reduciendo de este modo su actividad. Existe evidencia
con respecto a que la fosfatasa de fosfotirosinas-1B (PTP1B), es un componente
esencial de los mecanismos reguladores de las acciones de la insulina (Boura
Halfon S, Zick Y, 2009, Boucher J, Kleinridders A, Kahn CR, 2014). Estudios

realizados con el raton knock-out de PTP1B muestran un aumento en la
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sensibilidad a la insulina, mayor fosforilacibn en residuos de Tyr del receptor,
ademas de no desarrollar obesidad y resistencia a la insulina cuando les
administran una dieta alta en grasa (Elchebly M et al, 1999, Klaman LD, 2000).

Otro mecanismo molecular asociado a la regulacion del IR es la fosforilacién de
las subunidades-B en residuos de Ser/Thr. Existe evidencia que indica que esta
serie de fosforilaciones afecta la actividad de cinasa del receptor en respuesta a
la unién de la insulina, alteracién que se ha observado en estados de resistencia y
obesidad, tanto en roedores como en humanos. La principal cinasa asociada a la
fosforilacion del receptor es la proteina cinasa C (PKC), la cual lo fosforila en
diferentes regiones intracelulares de la subunidades-f3 del receptor (Boura Halfon
S, Zick Y, 2009). Sin embargo, también se ha observado la participacién de otras
cinasas que fosforilan al receptor y disminuyen su actividad, como la proteina

cinasa A (PKA), la cinasa de la region NH2 terminal de c-Jun (JNK) vy

proteinas cinasas activadas por Mitégeno p38 (p38-MAPK)( (Boura Halfon S, Zick Y,
2009, Youngren J. 2007). Varios de los posibles sitios de fosforilacion en Ser se
encuentran en proximidad cercana a los sitios de autofosforilacion o se localizan
dentro del dominio catalitico del receptor, lo cual podria afectar su conformacién o
el acceso a los residuos de tirosina (Youngren J. 2007).

La regulacion a nivel de la expresion del IR, representa otro mecanismo
regulador de las acciones de la insulina. En presencia de insulina, la cinasa Akt
fosforila al factor transcripcional FoxO1 en al menos tres residuos, lo cual favorece
su interaccion con dicha proteina. La interaccion entre ambos promueve la

exclusion de FoxO1l del nucleo celular y su eventual degradacion proteosomal
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dependiente de ubiquitinacion, impidiendo de esta forma la transcripcién del gen
del receptor de insulina, regulando asi la expresion de este mismo. Por el
contrario, en ausencia de insulina, como en los periodos de ayuno, el factor
transcripcional FoxO1 se une a la region promotora del IR, estimulando su
transcripcion (Puig O, Tjian R. 2005).

I.Il.Lb Regulacién de IRS.

La fosforilacion en residuos de Ser/Thr a nivel del IRS, se ha considerado
como uno de los principales mecanismos de regulacién tanto homdloga como
heterdloga de la sefial de insulina. De los 230 residuos de Ser/Thr localizados en
IRS, se han identificado mas de 70 sitios potenciales de fosforilacion para
diferentes cinasas, entre las que se encuentran JNK, mTOR, ERK1/2, SIK-2 y
diferentes isoformas de PKC, se conoce que en su mayoria estas proteinas tienen
efectos de inhibicion en las acciones que ejerce la insulina (Ciaraldi TP, Poretsky
L. 2010). Existe evidencia experimental de que la fosforilacion de madltiples
residuos de Ser/Thr de IRS, representa un mecanismo clave en la inhibicién de la
sefializacion de la insulina, tanto por su activacion fisiologica como fisiopatoldgica
(Copps KD, White MF, 2012). Diversos estudios han demostrado que la
fosforilacion de estos residuos estd asociada con la atenuacién de la sefal de la
insulina, ya que se altera la capacidad de IRS de ser fosforilado en residuos de
Tyr, se promueve su degradacion y disminuye la actividad de PI3K (Boulton TG, et

al, 1991).
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I.Il.c Regulacion por proteinas adaptadoras.

Se han identificado diversas proteinas adaptadoras que al interaccionar con
el receptor de insulina o con IRS disminuyen su actividad. Por ejemplo, las
proteinas supresoras de proteinas de sefializacion de citocinas (SOCS),
especificamente SOCS-1 y SOCS-3, son potentes represores de la via de
sefalizacion de la insulina, cuya expresion es inducida por accion de la insulina
en diferentes tejidos y lineas celulares. Se ha propuesto que las proteinas SOCS
regulan la sefial de la insulina por su interaccion directa tanto con el receptor de
insulina como con IRS, cuando ambos se encuentran activos. La interaccion IR-
IRS/SOCS ademas de inhibir la fosforilaciéon en Tyr de IRS, al competir por el
mismo sitio de interaccién en el IR, también promueve la degradacion proteosomal
de IRS e inhibe la actividad de cinasa del IR (Emanuelli B, et al. 2000, Lebrun P,
Van Obberghen E. 2008). Por otra parte, las proteinas Grb1l0 y Grbl4 son
proteinas adaptadoras citoplasmicas que se unen directamente a las fosfotirosinas
del IR (en el asa de activacién) a travées de dominios SH2; esta interaccion
disminuye la actividad catalitica del receptor e impide su interaccion con IRS. Se
ha demostrado que la expresién de ambas proteinas, en células adiposas o
musculares bajo condiciones de obesidad disminuye la sensibilidad a la insulina

(Cariou B, et al. 2004).
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I.Il.d Fosfatasas de lipidos como reguladores negativos de las acciones de la
insulina.

Ademas de la regulacion a nivel del IR y de IRS, existen puntos de
regulacion por debajo de ambas proteinas que también influyen en la modulacién
de la sefial de insulina. En este contexto, las fosfatasas de lipidos pueden regular
la sefalizacion de insulina mediante la modulacion de los niveles de
fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato (PIP3), los cuales se generan por accién de la
PI3K. La fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) desfosforila a PIP3,
antagonizando asi de manera especifica la sefializacion de PI3K/Akt (Cantley LC,
Neel BG. 1999, Carracedo A, Pandolfi. 2008). De forma interesante, un estudio
reciente de Shi y colaboradores (Shi Y et al. 2014), demostr6 que ademas de
disminuir los niveles de PIP3, PTEN también puede desfosforilar a IRS-1 alterando
de esta forma la sefializacion de la insulina a través de la via PI3K/Akt por medio
de estos dos mecanismos. Por otra parte, las fosfatasa-2 del inositol en posicion 5'
que contienen un dominio SH2 (SHIP-2) también desfosforila a PIP3 vy
desempefia un papel importante en la regulacion de la sefial de insulina (Suwa A,

et al. 2010, Dyson JM, et al. 2012).
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Figura 3. Regulacion de las acciones de la insulina. Participacion de cinasas y
fosfatasas en la modulacion de los efectos de la insulina, que pueden ejercer sus
acciones a nivel del receptor de insulina, IRS, PIP3 o Akt( Gutierrez- Rodelo et al. 2016).

l.Ill Resistencia a Insulina

La resistencia a insulina es un estado patoldgico, en el cual las células que
de forma normal responden a esta, dejan de hacerlo. En esta condicién, existe una
disminucién en el transporte de glucosa inducido por insulina en el tejido adiposo y
muscular, mientras que en el higado provoca la alteracion en la produccién de
glucosa, lo que conlleva a estados de hiperglicemia. Por otra parte, la acumulacién
de lipidos en este tejido parece ser suficiente para inducir resistencia a la insulina
hepatica (Saltiel Alan R., Kahn C. Ronald. 2001). A nivel molecular, la resistencia a

la insulina es la consecuencia de las alteraciones en la sefalizacibn de esta
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hormona, debido a mutaciones o modificaciones postraduccionales de su receptor
o de proteinas efectoras localizadas rio abajo del mismo (Dyson, et al.2012).

Entre las alteraciones mas comunes se encuentran la disminucion en el
namero de receptores y su actividad catalitica; un aumento en el estado de
fosforilacion en residuos de Ser/Thr en el receptor y su sustrato; la disminucién de
la actividad de las cinasas PI3K y Akt, y defectos en la expresion y funcién del
transportador GLUT-4 (Sesti et al. 2006) tal y como se ve en la figura 3. De estas
alteraciones, el aumento en la fosforilacion en residuos de Ser/Thr a nivel del IR 'y
de IRS, ha sido considerado como uno de los mecanismos clave en el desarrollo
de la resistencia a la insulina. La hiperfosforilacion de residuos de Ser/Thr de
ambas proteinas puede alterar su asociacion a otras proteinas, bloguear sitios de
fosforilacion en tirosina, disminuir su activacion e inducir su degradacion, asi como
reducir su interaccion con PI3K, alterando de esta forma la fosforilacion vy
activacion de la cinasa Akt. Diversos agentes como las citocinas proinflamatorias,
los acidos grasos saturados (AGS), aminoacidos, endotelina-1, angiotensina Il
(Ang 1) y estados de hiperinsulinemia (Zeng G, et al. 2000, Montagnani M, et al.
2002 Dimmeler S, et al. 1999), aumentan la actividad de cinasas que fosforilan a
IRS, como varias isoformas de PKC, la cinasa de estrés JNK, mTor, p70-S6K1,
PKA y las MAPKs. La hiperfosforilacion de residuos de Ser/Thr a lo largo de la
estructura de IRS-1 pueden reducir hasta en un 50% la fosforilacion en tirosinas
estimulada por la insulina (Zick Y, 2005). Este nivel de inhibicion es suficiente para
causar intolerancia a la glucosa que puede progresar a DM2 (Kido Y, et al. 1995).
Por otro lado, estados de hiperinsulinemia pueden agravar por si mismos la

fosforilacion en Ser/Thr de IRS a través de la activacion de las vias PI3K/Akt,
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PKC-t/-A, 6 mTORC1/p70S6k, las cuales participan en la regulacion de la sefial de

insulina (Olivares Reyes et al. 2009).
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Figura 4. Mecanismo de fosforilacion en Ser del sustrato del receptor de insulina.
De forma normal en respuesta a insulina IRS-1 es fosforilado, ejerciendo asi su funcién de
anclaje para proteinas como PI3K. Si la fosforilacién en serinas de IRS-1 se encuentra
incrementada, la interaccion entre IRS-1 e IR disminuye y la actividad de PI3K y AKT se
ve afectada, lo cual resulta ser un efecto asociado a estados de resistencia a insulina
(Olivares Reyes et al. 2009).
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l.IV Papel de los &cidos grasos en la resistencia a la insulina

El descubrimiento de que algunos acidos grasos puedan actuar como ligandos de
factores de transcripcidn indica que estos, no son meramente moléculas pasivas
que aportan energia, sino que también son reguladores metabdlicos.

Los acidos grasos son usados como la principal fuente energética del
organismo durante periodos de ayuno. Sin embargo, cuando los niveles de acidos
grasos libres son anormalmente altos, distintas respuestas celulares pueden ser
activadas, entre las que se encuentran: el estrés oxidativo, estrés del reticulo
endoplasmico, apoptosis e inflamacion (Legrand et al. 2014). Dentro de los
principales lipidos responsables de éstas, se encuentran los acidos grasos
saturados. Multiples estudios en roedores, han demostrado que una dieta alta en
grasas saturadas, resulta en un incremento en la acumulacién de lipidos
intracelulares, causando resistencia a la insulina (Jucker BM et al. 1999); también
fue identificado un mecanismo mediado por este tipo de &cidos grasos que
involucra la activacion de la fosfatasa PP2A, la cual regula negativamente la
fosforilacion de Akt.

Aunque los mecanismos moleculares por los que los &acidos grasos libres

inducen resistencia a la insulina han sido parcialmente identificados, evidencia con

respecto a esto, sugiere la participacion de distintos mecanismos de sefializacion

asociados a estas acciones. Estudios a nivel molecular han determinado que el

incremento en la concentracion de acidos grasos libres, puede llevar a cambios en la

expresion del IR y su actividad de cinasa (Samuel VT et. al 2004).

Por otra parte, se ha identificado que los acidos grasos libres también son

inductores de la respuesta inflamatoria, lo cual ha sido reportado a través de
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mecanismos relacionados con la activacion de receptores denominados Toll like
receptors (TLR). De forma especifica el TLR4, el cual forma parte del sistema
inmune innato, es activado por los lipopolisacaridos de bacterias gram (-), lo cual
promueve la activacion de las vias de sefalizacion de Ikkb/NFkB y JNK/AP1
culminando en la secrecion de citocinas proinflamatorias (Bayascas J.R, et al.
2008).

El aumento en la concentracién plasmatica de &cidos grasos libres, induce
que por si mismos o por medio de intermediarios de su metabolismo (como el
acido linoleico, el diacilglicerol (DAG), el acido fosfatidico, el &cido lisofosfatidico y
las ceramidas), los cuales actian como importantes inductores de resistencia a la
insulina y promueven la activacion de diversas proteinas como PKC (Farese RV.
2000). La PKC, ha sido clasificada en tres subfamilias, de acuerdo al tipo de
ligando requerido para su activacion: clasicas, nuevas y atipicas. De forma
especifica, el DAG es un potente activador de isoformas clasicas (PKCa, PKCRI,
PKCBIl y PKCy) y nuevas (PKCd, PKCeg, PKCn y PKCO) de PKC (Schmitz-Peiffer,
2013). Estas cinasas participan en la regulacién negativa de la sefal de insulina,
especialmente por fosforilar a IRS-1 en residuos de serina (Farese RV, 2000). Se
ha demostrado que el aumento en los niveles de DAG, por un incremento en
plasma de &cidos grasos libres, promueve la activacion de las PKCBIl y PKC en
musculo esquelético de humanos (Capurso C, Capurso A. 2012). La activacién de
ambas isoformas se ha asociado a la fosforilacién del receptor de insulina y de

IRS en residuos de Ser, lo que conlleva a una disminucién en la fosforilacion en

26



Tyr en ambas proteinas, afectando su sefializacion (Le Marchand-Brustel Y, 2003)
(Figura 3).

Por otra parte, en el tejido hepatico de animales sometidos a una dieta alta
en grasa, la presencia de resistencia a la insulina se ha asociado al incremento en
los niveles de DAG, lo que promueve la translocacion de PKCe a la membrana
plasmatica, en donde interacciona con el dominio catalitico del IR. Esta interaccion
promueve la disminucién de la actividad del receptor, afectando la fosforilacion en
Tyr de IRS-2 y la actividad de Akt2. Consecuentemente, la capacidad de la
insulina de activar la sintesis de glucégeno y de inhibir la gluconeogénesis se ve
alterada (Samuel VT et al, 2007). Interesantemente, el incremento en los niveles
de DAG y su asociacion con la activacion de la PKCe, han sido importantes
marcadores de resistencia a la insulina en el tejido hepatico de humanos obesos
(Samuel VT et al, 2004, Kumashiro N et al. 2011). En un trabajo reciente de
Shulman et al., se identific6 que la PKCe en el higado, posee la capacidad de
fosforilar al IR en el residuo de Thri'®0 efecto que disminuye su actividad de
cinasa, afectando entre otras funciones, la sintesis de glucégeno en este 6rgano
(Petersen, M. C et al. 2016) (Figura 5).

La activacién de macréfagos en el tejido adiposo blanco y la consecuente
respuesta inflamatoria, causan un aumento en el proceso de lipdlisis y resistencia
a la insulina en este tejido, efecto que promueve la continua liberacion de acidos
grasos Yy glicerol hacia el higado. La acumulacion de lipidos hepaticos y la

activaciéon de PKCe causan el incremento de la gluconeogénesis vy
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consecuentemente el incremento en la produccion hepéatica de glucosa,

produciendo hiperglucemia (Perry RJ et al, 2014).
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Figura 5. Acciones de la insulina en el higado en presencia de diabetes mellitus. La
resistencia a la insulina en el higado inducida por lipidos, mecanismo que incrementa los
niveles de DAG en este tejido, lo cual resulta en la activacion de PKCg, la cual altera la
sefalizacion de la insulina a través de la fosforilacion de Thr!'° en el receptor de insulina
(Petersen, M. C et al. 2016).

De forma opuesta, se ha propuesto que los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI's) pueden tener un efecto benéfico en el desarrollo o control de la diabetes
y resistencia a la insulina, a través de diferentes mecanismos moleculares
asociados con sus efectos antiinflamatorios y de sensibilidad a la insulina. Existen
dos familias principales de AGPI y se clasifican como omega-3 (w-3) y omega-6
(w-6), basado en la posicion del primer doble enlace, contado a partir del metilo
terminal de la molécula. Los AGPI no pueden ser sintetizados de novo por las

células de mamiferos por lo que se les denomina “esenciales”, debido a que
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deben de ser obtenidos de la dieta. Estos acidos grasos regulan una amplia
variedad de funciones biolégicas, dependiendo de la localizacion del ultimo doble
enlace, que van desde la presion arterial y coagulacion sanguinea, hasta el
correcto desarrollo y funcionamiento del cerebro y del sistema nervioso (Cruz
Rodriguez et al, 2005).

Los acidos grasos insaturados omega-3 (AG-»3), son AGPI esenciales de
cadena larga que presentan el primer doble enlace en la posiciéon 3 de la cadena
hidrocarbonada, que se obtienen a través de la dieta. Estos incluyen al acido o-
linolénico (ALA); una molécula de 18 atomos de carbono con tres dobles enlaces
en su estructura, la primera se encuentra en el tercer carbono a partir del metilo
terminal, su nomenclatura es 18:3 n3 A9, 12,15 al acido docosahexaenoico (DHA)
y al acido eicosapentaenoico (EPA). Se han propuesto como sensibilizadores de
las acciones de la insulina y con efectos antiinflamatorios, lo cual se refleja en su
consumo suplementario en la dieta (Jucker BM et al. 1999, Winzell MS, et al.
2006, Simopoulos, AP.1991). Los principales AG-®w6 son el &cido linoleico (18:2)
(AL), el méas corto de los -6, y el acido araquiddnico (20:4) (AA), principal
precursor de prostaglandinas (Patterson, E et al. 2012). El &cido linoleico posee 18
atomos de carbono con dos dobles ligaduras, la primera localizada en el sexto
carbono a partir del metilo terminal; su nomenclatura es 18:2 n6 A9, 12. A partir de
este acido graso es posible que se formen otros, tal como el acido linoleico

conjugado (Khanal R.C. Dhiman T.R, 2004).
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1.V Acido Linoleico Conjugado (CLA)

El &cido linoleico conjugado (CLA) es un término genérico asignado a un
grupo de AGPI, isomeros geométricos derivados del AL (C18:2, c9, cl12), que
contienen un sistema de dobles enlaces conjugados en configuracion cis o trans, o
combinaciones entre ellos, estos isbmeros poseen dobles enlaces conjugados los
cuales se caracterizan por no estar separados por un grupo metilo y por
localizarse en diferentes posiciones a lo largo de la cadena de 18 carbonos
(Reynolds CM, Roche HM. 2010) (Figura 6). Esto permite la existencia de 28
posibles isébmeros, entre los que se encuentran el isobmero cis-9, trans-11-CLA, el
cual constituye mas del 90% del total de CLA y el is6mero trans-10, cis-12-CLA
con un porcentaje que varia del 1 al 10% del total de CLA proveniente de fuentes
dietéticas, asociados a un sin numero de efectos biologicos (Roche et al. 2001,

Shen Wan, Mcintosh Michael, 2016).

HOOL i 5 7 g 10 12 11 15 17

Acido Linoleico

Cle-9, trans-11CLA

Trans-10, cis-12 CLA {trans-)  {cis-)
2 4 6 B 10 12 13 15 17
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Figura 6. Estructura del acido linoleico y de los is6meros cis-9, trans-11 y trans-10,
cis-12-CLA. Representacion esquematica del &cido linoleico y dos de los principales
isdbmeros del acido linoleico conjugado, el cual es un derivado de este, el isémeros cis-9,
trans-11-CLA y el isébmero trans-10, cis-12-CLA (Shen Wan, Mcintosh Michael, 2016).
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I.V.A Fuentes y distribucién

La proporcion de CLA en productos lacteos varia de 0.34% a 1.07% de la
grasa total y de 0.12% a 0.68% en productos crudos o procesados de res. Esta
variacion se debe a factores como temporada, raza, estatus nutricional y edad del
animal del que fue extraido. Existen preparaciones comerciales de CLA, que
provienen de aceite de cartamo o de girasol extraido en condiciones alcalinas.
Esto produce una mezcla de CLA con 40% del isbmero cis-9, trans-11-CLA, 44%,
del isbmero trans-10, cis-12-CLA y el resto lo forman trazas de otros isomeros

(Khanal R.C. Dhiman T.R. 2004).

Fuente dietética Cantidad de CLA (g/100 g de
grasa)
Leche entera 0.55
Leche baja en grasa (2%) 0.41
Leche condensada 0.70
Mantequilla 0.47
Yogurt natural 0.48
Yogurt bajo en grasa 0.44
Yogurt congelado 0.28
Queso cheddar 0.41
Queso procesado 0.50
Carne de res 0.43
Cordero 0.58
Ternera 0.27

Tabla 1. Principales fuentes dietéticas del acido linoleico conjugado. Tabla sintética
en donde son mostradas de forma general las fuentes alimenticias principales, a partir de
las cuales es posible obtener el &cido linoleico conjugado, en este caso el origen de estas
es animal, cuyos derivados resultan ser fuentes muy importantes del acido, tal y como se
ve en el caso de los lacteos (Chin S.F.et al.1992).
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Suplementos comerciales de la mezcla de CLA contienen 1000 mg por cada
pildora, en el 2008 fue reconocido oficialmente por la FDA (Food and Drug
Administration) como un producto alimenticio seguro (Shen Wan, Mcintosh
Michael, 2016). Las principales fuentes dietéticas de CLA se muestran en la tabla

1 (Chin S.F. et al.1992).

I.V.B Biosintesis

La sintesis natural de los isémeros del CLA ocurre por la fermentacién del acido
linoleico en el rumen de algunos animales. Por ejemplo, Butyrivibrio fibrisolvens es
una bacteria gram negativa que isomeriza el enlace cis-12 a trans-11 y
Megasphaera elsdenii isomeriza el enlace cis-9 a trans-10, durante el proceso de
fermentacién ruminal (Chin S.F. et al. 1992, Kim YJ et al. 2002, Shen Wan,
Mclintosh Michael, 2016).

De forma alternativa estos acidos grasos pueden ser sintetizados de forma
enddgena en las glandulas mamarias de los animales rumiantes, lo cual se lleva a
cabo mediante la desaturacion 6-9 de los enlaces trans-11 de los acidos grasos
18:1, lo que da origen a la sintesis principalmente del isémero cis-9, trans-11-CLA

ver figuras 7 y 8 (Khanal R.C. Dhiman T.R, 2004).
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Figura 7. Vias de la biosintesis de CLA (cis-9, trans-11-CLA). De forma sintética se
muestran las reacciones de isomerizacion, hidrogenacion y desaturaciéon, ocurridas en el
rumen y tejidos de animales, que se llevan a cabo para la generacion, en este caso del
isbmero cis-9, trans-11-CLA, el cual es el principal isomero obtenido a partir del acido

linoleico (Khanal R.C. Dhiman T.R, 2004).
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Figura 8. Vias de biohidrogenacion del 4cido linoleico conjugado llevadas a cabo en
el rumen animal. De forma mas especifica, se muestran parte de las vias predominantes
de biohidrogenacion del &cido linoleico conjugado en el rumen animal, llevado a cabo
mediante una serie de reacciones para la conversion de los isomeros de CLA (Khanal
R.C. Dhiman T.R, 2004).

Incorporacion de CLA hacia células y tejidos

En diversos tipos celulares, la incorporacion de los diferentes isbmeros de CLA es
variable. Existen reportes de que mas del 50% de estos grasos pueden ser
encontrados en los fosfolipidos de las membranas biolégicas. Hallazgos en
adipocitos humanos tratados con los isdmeros de CLA radiomarcados y algunos
de los sustratos que participan en el proceso de oxidacion y sintesis de lipidos,
han reportado que los isébmeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA son
tomados y convertidos en acilgliceroles y fosfolipidos de membrana. En lineas

celulares de leucemia tratadas con ambos isébmeros de CLA, también han sido
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encontrados incorporados de esta misma forma. Estudios in vivo han demostrado
que CLA puede incorporarse en el cerebro, rifidn, bazo, higado, corazén, masculo,
tejido adiposo subcutaneo y visceral blanco. De forma consistente con estos
datos, ha sido también demostrado que en ratones tratados con los isbmeros cis-
9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA fueron incorporados en el higado y en el
tejido adiposo epididimal de estos (Seale P. et al. 2009, Sebedio JL et al. 2001,

YuanG-F et al. 2009).
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Il. ANTECEDENTES

El CLA fue descubierto en el afio de 1987 por Pariza y colaboradores en la
Universidad de Wisconsin. Se le atribuyeron propiedades anticarcinogénicas,
antiescleroéticas y antiobesigénicas en modelos de ratones y en algunos estudios
clinicos (Ha YL, et al. 1987). En afios recientes, CLA ha recibido atencién debido a
que un numero importante de estudios, ha demostrado que tanto de fuentes
sintéticas como naturales, estos acidos grasos tienen efectos biolégicos benéficos,
revirtiendo y protegiendo contra toda una gama de condiciones, entre las que se
incluyen ateroesclerosis, cancer, sindrome metabdlico, obesidad, diabetes e
inflamacion (Reynolds C.M, 2010, Dilzer, A, Park, Y. 2012). Adicionalmente, se ha
demostrado que el CLA es capaz de promover la homeostasis de glucosa,
potenciando la secrecion de insulina estimulada por glucosa en células B-
pancreaticas (Schmidt, J, et al. 2011).

Por otra parte, se ha propuesto que los efectos anti-inflamatorios y
antidiabéticos son mediados por el isomero cis-9, trans-11-CLA, que es el
responsable de disminuir los niveles de citocinas proinflamatorias y reducir la
resistencia a la insulina en células adiposas (Moloney, F, et al. 2007) La mayoria
de estas investigaciones se han realizado en modelos animales, empleando
principalmente una mezcla de isbmeros, que consiste de cantidades similares de
cis-9, trans-11-CLA vy trans-10, cis-12-CLA, con una proporcion mucho menor de
otros isdbmeros.

A la fecha, se han sugerido diversos mecanismos moleculares por los que

CLA podria actuar, lo cual se debe entre muchas razones, a los efectos
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diferenciales que poseen sus dos isomeros predominantes. Existen reportes de
que CLA podria mediar sus efectos via la produccion de citocinas, el metabolismo
de eicosanoides o un efecto directo en la expresion de genes. Ademés de los
efectos benéficos de CLA, se ha reportado que la ingesta de este también da lugar
a efectos adversos como resistencia a la insulina, esteatosis hepética e
inflamacion, efectos contradictorios a lo observado en muchos estudios. Se ha
evidenciado que el isébmero trans-10,cis-12-CLA ademdas de reducir la
acumulacion de grasa corporal, es el responsable de los efectos adversos de CLA

(Reynolds CM, Roche HM. 2010) (Figura 9).

¥ Colitis

¥Pro-inflammatory Reduced body fat

cytokine levels ‘\ / accumulation
L Insulin resistance \

* Atherosclerosis

4 Liver steatosis

Figura 9. Efectos biolégicos de los isémeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-
CLA. Representacion esquematica de las principales acciones de los isomeros de CLA.
Se ha visto que el mecanismo de accion de los isomeros cis-9, trans-11-CLA vy trans-10,
cis-12-CLA, son isémero especifico, siendo el isbmero cis-9, trans-11-CLA el relacionado
con efectos positivos en estados de resistencia a insulina, mientras que el isdmero trans-
10, cis-12-CLA ha sido el vinculado con estados de esteatosis hepatica (Reynolds CM,
Roche HM. 2010).
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Il. I Isébmero cis-9, trans-11 de CLA

La mayor parte de los reportes existentes con respecto a los mecanismos
moleculares relacionados con los efectos antidiabéticos del isémero cis-9, trans-
11-CLA se encuentran en tejido adiposo. Moloney y colaboradores reportaron que
ratones ob/ob sometidos a una dieta suplementada con este isébmero durante 4
semanas, mostraron una mejor tolerancia a la glucosa y una menor concentracion
sérica de triglicéridos, ademas de tener una reduccién del 50% en los niveles de
expresion del mRNA de TNFa, en el tejido adiposo. Encontraron ademas, una
mayor expresion proteica del receptor de insulina y del transportador de glucosa
GLUT-4, menor infiltracion de macréfagos hacia el tejido adiposo y niveles
disminuidos de mMRNA de moléculas proinflamatorias como MCP-1, CD-68, IL-6 y
TNF-a. En este mismo estudio, en adipocitos 3T3-L1 tratados con el isomero cis-9,
trans-11-CLA, se observaron niveles de expresion disminuidos de TNF-a y una
mayor expresion del mMRNA de GLUT-4. En este contexto, los autores proponen a
este acido graso como un candidato importante para el tratamiento dietético en
estados de resistencia a la insulina, debido a sus efectos anti-inflamatorios y su

capacidad de modificar la grasa corporal (Moloney, F. et al. 2007) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto antidiabético del isémero cis- 9, trans-11-CLA en el tejido adiposo
de ratdn. En un modelo de tejido adiposo de ratén, (A) se observd que la expresion de
GLUT-4 en la membrana plasmética, se incrementa en un 17%, en el caso de los ratones
gue recibieron una dieta alta en el isbmero cis-9, trans-11-CLA; asi mismo un incremento
equivalente fue mostrado en los ratones tratados con glitazonas TDZ, tiazolidinedionas;
un farmaco que mejora la sensibilidad a insulina; (B) en cuanto la expresion del receptor
de insulina se encontré6 un incremento del 23% en comparacion con el control; estos
resultados son similares a los obtenidos con glitazonas en donde se observd un
incremento en la expresion del GLUT-4 del 20% y de IR del 29.5% con respecto al control
(Moloney, F. et al. 2007).

En otro estudio reciente, Malinska et al., demostraron que la
suplementacion con CLA disminuye los efectos negativos del sindrome
metabdlico, como la acumulacién ectopica y visceral de lipidos y la resistencia a
la insulina, en un modelo de sindrome metabdlico de ratas no obesas con
hipertrigliceridemia genética (HHTQ) (Malinska, H et al. 2015).

Por otra parte, se ha sugerido que algunos de los efectos del CLA son
mediados a través del receptor de AGL-1 (FFAR1) o GPR40, el cual pertenece a
la familia de los GPCRs (Schmidt, J, et al. 2011, Sartorius, T et al. 2015). Este

receptor es el encargado de mediar las acciones de CLA en la potenciacion de la
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secrecion de insulina estimulada por glucosa en células [(-pancreaticas. Un
estudio reciente de Sartorius et al, mostré que la ingesta crénica de CLA lleva a su
acumulacion en el cerebro de ratones e induce inflamacion y resistencia a la
insulina sistémica, adicionalmente demostraron que la deficiencia del GPR40 en
ratones KO (Ffarl”’) exacerba ese estado, sugiriendo un papel protector del
GPR40. Este estudio sugiere la necesidad de mas investigaciones sobre los
mecanismos moleculares mediante los cuales CLA y sus isGmeros, se encuentran
implicados en procesos asociados a la sensibilidad y resistencia a la insulina en
distintos tipos celulares, ya que sus acciones parecen ser tejido especifico. Sin
embargo, los resultados obtenidos en estudios con humanos han sido
inconsistentes, ya que la evidencia existente hasta el momento, ha resultado ser

controversial con respecto a estos hallazgos.

Il.Il Isémero trans-10, cis-12 de CLA

Existe evidencia de que el isomero trans-10, cis-12-CLA induce inflamacién
en el tejido adiposo, lo cual se ha asociado con resistencia a la insulina y
apoptosis. Entre los mecanismos descritos por diversos grupos de estudio, se
sugiere que CLA disminuye de forma dramatica la expresion de los PPARs
(peroxisome activator receptor), en particular de PPARy1 y PPARY2, lo cual se
asocia a la disminucion de la expresion de proteinas involucradas en la
homeostasis de lipidos y de GLUT-4, ademas de promover la expresion de genes
inflamatorios como TNF-a e IL-6 a través de un mecanismo dependiente de NFk[3

en células adiposas (Brown, JM, Mcintosh, MK. 2003).
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Hallazgos encontrados en cultivos de células aisladas de tejido adiposo blanco de
ratones C57BI/6J y cultivos de 3T3-L1 bajo el tratamiento con el isbmero trans-10,
cis-12-CLA, mostraron tener un proceso inflamatorio localizado, caracterizado por
una mayor infiltracion de macrofagos y niveles elevados de TNF-q, IL -6 y MCP-
Ademas, observaron una menor captacién de glucosa inducida por insulina; los
niveles de fosforilacion en tirosinas del receptor de insulina y su sustrato también
disminuyeron, efecto acompafiado por niveles de expresion disminuidos de cada
una de estas proteinas. Por otro lado, no se encontraron cambios significativos en
la fosforilaciéon de la Ser®®” de IRS, mecanismo relacionado con estados de
resistencia a la insulina. Por su parte, el isbmero cis-9, trans-11-CLA no mostré

tener ningun efecto (Poirier et al. 2006) (Figura 11).
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Figura 11. La suplementacién nutrimental con el isémero trans-10, cis-12-CLA
induce inflamacién en tejido adiposo blanco. La estimulacién con el isémero trans-10,
cis-12-CLA disminuye la captacion de glucosa inducida por insulina y disminuye la
fosforilacion en residuos de tirosina en el receptor de insulina y su sustrato en células
3T3-L1 (Poirier et al. 2006).

Una de las principales atribuciones al isémero trans-10, cis-12-CLA es su papel

antiobesigénico, distintos trabajos describieron que sus efectos son llevados a
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cabo a través de la activacion de un GPR, acoplado a una proteina Gq, y la
participacion de una PLC que hidroliza PIP2 para dar origen a DAG e IP3, e
inducir la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico. Los niveles elevados de
calcio intracelulares activan otras vias de sefalizaciéon como las que involucran a
CAMKII, MAPKs, JNK y ERK, asi como de proteinas de choque térmico (HSPs),
lo cual da origen a la activacidén de factores de transcripcion como NFkB y c-Jun,
los que antagonizan la actividad de PPARy, bloqueando los procesos de
adipogénesis, lipogénesis y captacibn de glucosa en adipocitos. Existe la
propuesta de que el isomero trans-10, cis-12-CLA de forma directa o indirecta
activa a GPRs o receptores B adrenérgicos acoplados a la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de AMPc y activando a PKA. Esta cinasa puede
fosforilar a la lipasa sensible a hormona (HSL) induciendo la lipdlisis, lo cual
permite el aporte de acidos grasos para la B-oxidacion y la termogénesis (Shen

Wan, MciIntosh Michael. 2016) (Figura 12).
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Figura 12. Propiedades inflamatorias de CLA en el tejido adiposo. Principales
hallazgos del grupo de Mcintosh y colaboradores en el proceso de deslipidacion y
reduccion de masa grasa en tejido adiposo pardo (Shen Wan, Mcintosh Michael. 2016).

Il.IIl Evidencia de los efectos de CLA en tejido hepético

La evidencia existente con respecto a los efectos de CLA en la regulacion
de la respuesta a insulina en el tejido es escasa, sin embargo; existen algunos
trabajos en donde ha sido reportado el papel que tiene este acido graso. Choi et
al, evidenciaron en un modelo de ratas Sprague—Dawley, el efecto de tres
preparaciones distintas de los isémeros de CLA, las cuales fueron administradas
durante 8 semanas a estas. Cada preparacion consistié en la siguiente proporciéon
de &cidos grasos: cis-9, trans-11-CLA (76.5%), trans-10, cis-12-CLA (89-6%) y la
mezcla de ambos (31:3% cis-9, trans11-CLA, 36-7% trans-10, cis-12-CLA, 17-:3%

de otros isémeros de CLA). Fueron evaluados diversos marcadores de
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sensibilidad a la insulina y se encontré que los valores de HOMA, NEFA y R-
QUICKI fueron significativamente mas elevados comparados con el grupo control,
indicando una mayor sensibilidad a la insulina en los ratones tratados con CLA, en
el tejido hepético aislado los niveles de fosforilacion de proteinas que participan en
la via de sefializacion de insulina fueron determinados también, la fosforilacion de
la cinasa Akt en la Ser*’® aument6 Unicamente en la preparacion en donde
predomind el isémero trans-10, cis-12-CLA. Con respecto al sustrato del receptor
de insulina 1 en la Ser®’, un marcador de resistencia a la insulina, las tres
preparaciones de CLA disminuyeron el nivel de fosforilacion en este residuo de
IRS, ademés de que las tres condiciones presentaron una mayor acumulacion de
glucégeno con respecto al grupo control, hallazgos que sugeririan que los
isdbmeros y la mezcla de CLA, podrian tener efectos positivos en la regulacién de
la respuesta a insulina y que resultan ser totalmente opuestos a los encontrados
por otros grupos de estudio como los reportados en células adiposas, tal y como

se menciono con anterioridad (Choi JS, et al. 2007) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de tres preparaciones distintas de CLA en la sefializacién de
insulina en un modelo de higado de rata. Efecto de tres preparaciones de CLA en el
higado de ratas. (A) La fosforilacion en serinas de IRS-1 fue disminuida, bajo las tres
condiciones. La preparacion cuyo isémero predominante fue el isémero trans-10, cis-12 -
CLA incrementé el estado de activacion de Akt en la Ser*’®, (B) Andlisis de densitometria
de IRS-1 Ser®” y Akt Ser*”® (Choi JS, et al. 2007).

Un estudio realizado por Adkins et al, en el 2013 con respecto a los efectos
del &cido linoleico conjugado en tejido hepéatico, demostré que ratones hembra
C57BL/6N alimentados con una dieta enriquecida con CLA, mostraron resistencia
a la insulina de acuerdo a los valores obtenidos en las pruebas de tolerancia a la
glucosa, insulina y HOMA.-IR. Ademas, con la finalidad de identificar el
mecanismo de resistencia a la insulina encontrado en las pruebas anteriores, el
tejido hepatico de estos animales fue aislado y analizado por medio de ensayos de
western blot, fue evaluada la fosforilacién de Akt en la Thr3%, encontrando un
menor nivel de fosforilacion en esta cinasa, adicional a estos efectos resultados,

encontraron la presencia macroesteatosis hepatica y dafio celular (Adkins Yuriko,

et al. 2013) (Figura 14).
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Figura 14. Un nuevo modelo de ratén con esteatohepatitis no alcohdlica que
presenta resistencia a la insulina. Las pruebas de HOMA e ITT muestran que los
ratones sometidos a una dieta enriquecida con CLA presentan resistencia a la insulina y
una menor fosforilacion en la Thr3% de Akt, lo cual fue analizado mediante western blot
(Adkins Yuriko, et al. 2013).

Diferentes reportes han mostrado que CLA incrementa la transcripcion de genes
involucrados en la captacion de acidos grasos en el higado y en la lipogénesis.
Por su parte, el isbmero trans-10, cis-12-CLA ha sido involucrado en la induccion
de esteatosis hepatica, y se ha asociado estrechamente con la patogénesis de la
resistencia a la insulina en el tejido hepatico. Se conoce que la acumulacion de
diacilglicerol y triglicéridos, contribuye de forma importante en la evolucién de esta
patologia, e induce la activacion de otras vias que desencadenan la activacion de
proteinas como PKC, ademas de inducir el proceso de gluconeogénesis hepatica.
Existen escasos estudios con respecto al papel de CLA en dichas alteraciones.

Uno de los mas relevantes es el reportado por Belury et al, en donde ratones

C57BI/6 fueron alimentados con una dieta suplementada con la mezcla de ambos
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isbmeros de CLA, trans-10, cis-12-CLA 38.5% vy cis-9, trans-11-CLA 36.9%
durante 6 semanas, grupo en el cual fueron encontrados niveles séricos elevados
de glucosa en comparacién con el grupo control, ademas de un mayor nivel de
expresion de enzimas gluconeogénicas. Al evaluar la deposicion de lipidos en el
tejido hepético, los resultados obtenidos fueron niveles de triglicéridos mayores al
77% y de diacilglicerol de mas del 169% del grupo con el tratamiento de CLA con
respecto al grupo control sometido a una dieta alta en grasa. Como parte final de
este trabajo, fue evaluada la translocacion a la membrana plasmatica de PKCe,
efecto asociado a su activacién, encontrando en el grupo con el tratamiento de
CLA un incremento en la activacién de PKCe de casi dos veces mas con respecto
al grupo control (Belury, et al. 2011) (Figura 15). Estos resultados sugieren un
mecanismo molecular adicional con respecto a las acciones de CLA en la
induccion de resistencia a la insulina en el tejido hepético. Por otra parte, la
activacion de PKCe inducida por acidos grasos saturados, se ha relacionado con
la disminucion de la fosforilacién en tirosinas del IRS y la expresion del IR en
modelos celulares de adipocitos y hepatocitos (Dasgupta, et al. 2011) Sin embargo
se desconoce si en el tejido hepéatico CLA puede inducir resistencia a la insulina a

través de este mecanismo.
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Figura 15. La esteatosis hepatica inducida por CLA es acompafiada por la
acumulacién de DAG y la activacion de PKCe en ratones. Incremento en la proporciéon
membranal-citosdlica como marcador de activacion de PKCe posterior al tratamiento con
CLA en ratones obesos, efecto vinculado con el mecanismo de accion de este acido graso
en la generacion de estados de resistencia a insulina en el higado (Belury, et al. 2011).
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III.JUSTIFICACION

A la fecha las estrategias de salud publica no han resultado ser del todo exitosas
en la reduccion de la prevalencia de diabetes en la poblacion, por lo que
intervenciones a través de la alimentacion que logren atenuar la severidad de esta
patologia dentro del contexto de obesidad, son requeridas. La alteracion en la
composicién de los &cidos grasos en la dieta podria participar en estos estados;
mientras que dietas ricas en acidos grasos saturados desensibilizan la respuesta
de tejidos periféricos a la insulina, los acidos grasos poliinsaturados contrarrestan
este efecto. El papel de los isémeros de CLA en sus efectos anti-inflamatorios y en
la alteracion de la grasa corporal, hacen al CLA un candidato importante para el
tratamiento dietético en estados de resistencia a la insulina. Multiples hallazgos
con respecto al papel que ejerce CLA en estados de resistencia a la insulina son
controversiales. Los efectos antiinflamatorios y antidiabéticos reportados en tejido
adiposo y muscular con respecto a este acido graso, han sido propuestos como
isdmero-especifico, siendo el isémero cis-9, trans-11-CLA, el responsable de
disminuir los niveles de citocinas proinflamatorias y de promover mayor
sensibilidad a la insulina, mientras que el isdmero ftrans-10, cis-12-CLA ha
mostrado tener una respuesta contraria. La mezcla comercial de ambos isbmeros
ha mostrado tener efectos variables en la respuesta a insulina, lo cual depende de
la condicién fisiologica de cada individuo, asi como de la dosis y duracion del
tratamiento. En la actualidad, la mezcla es administrada como suplemento
alimenticio y es utilizada principalmente por su capacidad de reducir el porcentaje

de grasa corporal en los individuos. Fue aprobada en el afio 2008 por la FDA
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como un suplemento seguro para el consumo humano; sin embargo, diversos
efectos negativos se han encontrado posterior a la ingesta de ésta, por lo que
resulta de gran importancia e interés, conocer los efectos que los isomeros de CLA
de forma individual, asi como de la mezcla de este podrian tener, en especial en el
tejido hepatico, ya que la evidencia existente en éste tejido con respecto a los
mecanismos moleculares relacionados con los efectos de sensibilidad vy
resistencia a la insulina son escasos y poco claros, por lo cual resulta importante

esclarecer el papel de estos acidos grasos en este tejido.
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IV.HIPOTESIS

Los isémeros cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12 del &cido linoleico conjugado (CLA)
disminuiran los niveles de fosforilacion y expresion del receptor de insulina y sus
proteinas blanco, a través de un mecanismo que involucra la participacion de la

proteina cinasa Ce en células hepéticas.

V.OBJETIVO GENERAL

Se evaluo el efecto de los isémeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA, en
la via de sefalizacion de insulina, a través de la identificacion del estado de

activacion del receptor y de sus proteinas blanco en células de origen hepético.

VI.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la respuesta a insulina por el tratamiento de los acidos grasos cis-9,

trans-11-CLA vy trans-10, cis-12-CLA a través de:

» Ensayos de dosis-respuesta para conocer los niveles de fosforilacion de Akt
en la Ser4’3,
* Cursos temporales de 24 hasta 60 horas para evaluar los niveles de

fosforilacién de la cinasa Akt y uno de sus principales blancos GSK-3.
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Conocer el nivel de activacion y expresion del receptor de insulina por el efecto de
los isémeros de CLA, por medio de la evaluacion fosforilacion en tirosinas y el

total de proteina del receptor y de su sustrato.

Evaluar los niveles de fosforilacién en residuos de Ser de IRS, especificamente
en las Ser®%” y Ser®?2, como un posible mecanismo de resistencia a la insulina

asociado a los efectos de los isdbmeros de CLA.

Determinar la participacion de PKCeg como un posible blanco de las acciones de
los isbmeros de CLA a través de:
« Lafosforilacion de esta proteina en el residuo de Ser’2°,
+ Realizar ensayos de transfeccion para llevar determinar su sobreexpresion,
utilizando las construcciones wild type y dominante negativa de esta

proteina.

Conocer si ambos isomeros de CLA promueven la acumulacion de lipidos

intracelulares en nuestro modelo celular, por medio de ensayos de microscopia

confocal y microscopia electrénica de transmision.
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VIl. METODOLOGIA

VII.I Cultivo celular

Para el presente trabajo de tesis, se utilizaron células C-9 (ATCC- CRL1439) cuyo
origen es de tejido hepatico normal de ratas macho de 4 semanas de edad
“Sprague-Dawley”, con morfologia epitelial. Las células C9 fueron mantenidas en
medio Ham’s F-12K suplementado con 10% de suero fetal bovino, 250 ng/ml de
anfotericina, 100 pg/ml de estreptomicina y 100 Ul/ml de penicilina, en una

incubadora de atmésfera himeda con 5% de CO: y temperatura de 37 °C.

VILII Disefio experimental

VILILLA Cursos temporales cortos

Con el objetivo de determinar los efectos de los isomeros del CLA en la respuesta
a insulina, se evaluaron los siguientes tiempos:

- 5, 15, 30, 60 minutos.

Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente forma:

- Una vez obtenida una confluencia celular al 80%, se realiz6 un cambio de
medio de cultivo (1% suero, 1% BSA), antes de llevar a cabo el primer
estimulo.

- Para cada experimento, los estimulos se realizaron con una concentracion
de 50 uM con los isébmeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA y la
mezcla de CLA y 10 nM de insulina durante los tiempos antes

mencionados.
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VILII.B Ensayos de concentracion-respuesta
- Para los ensayos de concentracion-respuesta los estimulos se efectuaron
con las siguientes tres concentraciones: 10, 25 y 50 uM, con los isbmeros
cis-9, trans-11-CLA, trans-10, cis-12-CLA y la mezcla de CLA, durante 24

horas.

VILII.C Cursos temporales largos
Se realizaron experimentos de mayor duracion con los isdmeros de forma
individual y de la mezcla en cada uno de los siguientes tiempos: 24, 36, 48 y 60
horas en las células hepaticas C9.
Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente forma:
- Una vez obtenida una confluencia celular al 80%, se realiz6 un cambio a un
medio de cultivo con 1% de suero y 1% de BSA (Libre de &cidos grasos,

Sigma Aldrich), antes de realizar los estimulos correspondientes.

VILIII Ensayos de transfeccion

Para realizar los ensayos de transfeccion, las células C9 se sembraron en
cajas de 6 pozos hasta obtener una confluencia del 70%, posteriormente se
lavaron con 1 ml de medio sin suero y se llevé a cabo la preparaciéon de la mezcla
de transfeccion, la cual consistié en 4 ul de lipofectamina 2000 por cada 1.5 ml de
medio sin suero, pasados 5 minutos se adicionaron 0.75 ug de DNA de cada
plasmido y se incubaron durante 20 minutos. Los plasmidos utilizados fueron las
dos construcciones de PKCeg, la wild type WT y la dominante negativa DN (Soh
Jae-won et al. 1999). Finalmente la mezcla fue afadida a cada uno de los pozos

correspondientes para cada experimento. Las células se incubaron durante 6
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horas a una temperatura de 37° C con 5 % de COz, y posteriormente se llevd a

cabo otro cambio de medio con 20% de FBS durante 16 horas; se realizaron los

experimentos con la pre-incubacién con los isomeros de CLA (50 yM) durante 24

horas, en presencia o ausencia del estimulo con 10 nM de insulina durante 10

minutos.

Procesamiento de las muestras

Para finalizar cada uno de los experimentos, fueron efectuados lavados
con PBS frio (NaCl 137 mM, KCI 2.1 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM,
pH 7.4) en cada uno de los pozos de las distintas condiciones antes
descritas, se realizd el lisado celular de forma mecanica y fueron
adicionados 100 pl de Laemli por pozo (SDS- protein gel loading solution
2X Quality Biological, INC B-mercaptoetanol y agua).

Posteriormente, se llevd a cabo la sonicacion de las muestras con los
pulsos de 40kHz durante 30 s/muestra (Sonios Vibra Cell TM, Ultrasonic
Processor).

Se realiz6 el calentamiento de las muestras a 99 °C en agitacién a 950 rpm
durante 5 minutos (Termomixer Confort Eppendorf).

Finalmente las muestras se centrifugaron (Minispin plus, Eppendorf) a 14.5

rpm por 5 minutos.
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e Electroforesis
La electroforesis se llevé a cabo en geles de poliacrilamida al 6, 8 y 10% durante
1hr 30 min a 120 V.

e Electrotransferencia Semiseca

Las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF, durante 1hra 15 V.

Se colocaron los anticuerpos primarios en cada una de las membranas, a 4°C
durante toda la noche, los cuéles seran descritos mas adelante (ver tabla 2).

Se llevaron a cabo tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween (Tris

Base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween al 0.1%/ pH 7.5).

Se realiz6 la incubacibn con cada uno de los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rdbano (HRP) a cada membrana, durante 1 hr a

temperatura ambiente indicados en la tabla 2.

Electrotransferencia Himeda

Las proteinas de mayor peso molecular (IR e IRS) fueron transferidas a
membranas PVDF a 0.3 mA durante 1 hr con 30 minutos, en un buffer de
transferencia Tris-base 19.81 mM, glicina 189.15 mM, metanol 20%, SDS al
0.01%.

Se efectuo el bloqueo de cada una de las membranas con albumina sérica
de bovino-BSA al 3% EB TBST (Tris Base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween al 0.1%/
pH 7.5) a 4°C durante toda la noche en agitacién. Se colocaron los anticuerpos
primarios en las membranas ya transferidas durante 2 hr a temperatura ambiente,

mismos que son descritos en la tabla 2.
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Se llevaron a cabo tres lavados de las mismas 10 minutos cada uno con
TBS-Tween (Tris Base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween 20 0.1%/ pH 7.5).

Se realiz6 la incubacion de cada membrana, con cada uno de los
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP), durante 2
hrs a temperatura ambiente.

Se llevaron a cabo tres lavados de las membranas 10 minutos cada uno
con TBS-Tween (Tris Base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween 20 0.1%/ pH 7.5).

Para la deteccion de los anticuerpos en las membranas, se utilizo el kit de
quimioluminiscencia ECL (Enhanced chemiluminescence regeant, Amersham

Biosciences).
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios

Anticuerpos Concentracién Compafiia Anticuerpos Compaifiia
primarios secundarios
pAkt Thr308 1:3000 Cell Signaling HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Technology conejo Biotechnology
pAkt Ser4d73 1:6000 Sta. Cruz HRP anti- 1:6000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
pIRS Tyr632 10 pl/5Sml Sta. Cruz HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
pIR Tyr1158 3.3 ul/5ml Thermo Fischer  HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Scientific conejo Biotechnology
Akt 1:6000 Sta. Cruz HRP anti- 1:8000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
pGSK3 1:3000 Cell Signaling HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Ser21/9 Technology conejo Biotechnology
GSK3 1:8000 Sta. Cruz HRP anti- 1:8000 Sta. Cruz
Biotechnology ratén Biotechnology
IRS 1:1000 Sta. Cruz HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
IR 1:1000 Sta. Cruz HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
pPKCe 1:3000 Sta. Cruz HRP anti- 1:5000 Jakson
Ser729 Biotechnology cabra
PKCe 1:6000 Sta. Cruz HRP anti- 1:8000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
pIRS Ser612 1:3000 Cell Signaling HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Technology ratén Biotechnology
pIRS Ser307 1:3000 Sta. Cruz HRP anti- 1:5000 Sta. Cruz
Biotechnology conejo Biotechnology
Actina 1:10000 Dr.J. M. HRP anti- 1:15000 Sta. Cruz
Hernandez, ratén Biotechnology

Depto. Biologia
Celular,
CINVESTAV.
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VILIV Tincion de lipidos intracelulares con rojo oleoso
Las células se sembraron en cajas de 6 pozos con cubreobjetos hasta alcanzar
una confluencia del 70% durante dos dias, posteriormente se realizé el cambio de
medio a 1% BSA y 1% de FBS y se estimularon las células durante 48 horas con
los isobmeros de CLA y con LA durante 24 y 48 horas. Para el montaje de las
laminillas se llevo a cabo el siguiente procedimiento:
- Se lavaron las células con PBS 1X.
- Se realizé la fijacion de éstas con 3.7% de paraformaldehido durante 30
minutos.
- Se hicieron 3 lavados con PBS 1X por 2 minutos en agitacion cada uno.
- Se adicion6 el rojo oleoso durante 5 minutos en agitacion leve, en
condiciones de oscuridad.
- Se hicieron 5 lavados en agitacion con PBS 1X, durante 2 minutos cada
uno de ellos.
- Finalmente se montaron las laminillas en portaobjetos con 10 ul de
Vectashield con Dapi (Vector Laboratories, Inc) y finalmente fueron
observadas en el microscopio confocal Zeiss.
Analisis de datos
Western Blot

Para el analisis estadistico se analizaron al menos tres experimentos
independientes, y se efectia la cuantificacion de los Western Blot, por medio del

programa Image J (National Institute of Health Imaging software).
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Los datos obtenidos se reportan como unidades arbitrarias de la Xpixeles —Zfondo
+- error estandar y se reportan como el % del estimulo empleado.

Para la evaluacion de las diferencias estadisticas, los datos se analizan
mediante pruebas de ANOVA post-hoc de Dunnett del programa de estadistica
Graphpad Prism 5.0.

Se consideran diferencias significativas, cuando la probabilidad de la

hipotesis nula son menores al 5% p<0.05.

Ensayos de microscopia confocal

La cuantificacion de la fluorescencia se llevd a cabo mediante el uso del
programa Image J (National Institute of Health Imaging software), se delimitd el
area de cada una de las células de 3 experimentos distintos. Se calcul6 el valor
total de fluorescencia a través de la CTCF por sus siglas en inglés (Integrated
Density — (Area of selected cell X Mean fluorescence of background readings),
para obtener el valor de fluorescencia corregida de cada célula (la cual consiste en
la diferencia entre el valor de la densidad integrada y el fondo de fluorescencia por
cada area seleccionada) y finalmente posteriormente se realizé el andlisis

estadistico en el programa Graph Prism 5.

VIL.V Microscopia Electréonica de Transmision
Las células se sembraron en cajas con cubreobjetos hasta alcanzar una
confluencia del 80% durante dos dias, posteriormente se realiz6 el cambio de

medio a 1% BSA y 1% de FBS. Las células se estimularon durante 24 horas con
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los isébmeros de CLA a una concentracion de 50 uM, el procesamiento de las

muestras fue llevado a cabo de la siguiente forma:

Las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con glutaraldehido al 2.5%
durante 1 hora. Posteriormente fueron post-fijadas con 1% de OsO4 por 1
hora a 4°C.

Subsecuentemente, las preparaciones fueron deshidratadas con
concentraciones elevadas de etanol y embebidas en resinas Spur's
(Electron Microscopy Sciences, Washington, DC) y polimerizadas a 60° C
durante 48 horas.

Las secciones fueron obtenidas con ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-
Jung Wien, Austria) y fueron tefiidas con acetato de uranilo y citrato.
Posteriormente fueron analizadas en un microscopio electronico de

transmision JEOL 1400 (JEOL LTD, Japan).
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VIIl. RESULTADOS

VIIIl.I Evaluacién del estado de activacion de Akt por efecto de CLA en
las acciones de lainsulina

La insulina es una hormona con una importante participacion en procesos
metabdlicos como los que ocurren en el higado, en donde participa estimulando la
sintesis de glucogeno e inhibiendo la glucogendlisis, ambas acciones
dependientes de la actividad de Akt (Saltiel Alan R., Kahn C. 2001) La
gluconeogénesis es inhibida posterior a la fosforilacion/inhibicién del factor de
transcripcion FoxO1, un inductor de genes PEPCK y G6Pasa y blanco de esta
cinasa®. Ademas, Akt también induce la sintesis de glucégeno fosforilando e
inhibiendo a GSK3 (Lawrence JC, Roach PJ. 1997), siendo asi Akt, una proteina
clave en la regulacién de la homeostasis de la glucosa en el higado.

Se conoce que la insulina induce la activacion de Akt por la fosforilacion de
los residuos Ser*’® y Thr3% |lo cual genera su maxima activacion, en células
hepaticas C9%2. Se ha descrito la implicaciéon funcional de cada uno de estos sitios
de fosforilacién, asociados a procesos distintos: mientras que la Thr3® favorece la
incorporacion de glucosa y aquellas acciones de insulina asociadas a sus
funciones metabdlicas, la fosforilacion de la Ser*’3 parece participar en la
activacion de proteinas que promueven la proliferacion y crecimiento celular®3-86,
Por la implicacion que tiene cada uno de los residuos de forma separada, se llevo

a cabo la determinacion del efecto de los isébmeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10,

62


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lawrence%20JC%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roach%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075792

cis-12-CLA, asi como de la mezcla de CLA en el estado de fosforilacion de Akt en
la Ser473 'y Thr3%,

Existe evidencia referente a que los efectos del isémero trans-10, cis-12-CLA y de
la mezcla de CLA, son ejercidos a travées de GPR’s identificados en tejidos
pancreatico y adiposo (Schmidt, J, et al. 2011, Malinska, H, et al. 2015) se conoce
que la activacion de este tipo de receptores ocurre en tiempos rapidos (minutos),
por lo cual consideramos importante realizar este experimento, sin embargo; no
encontramos efectos en la respuesta a insulina por parte de ninguno de los dos
isdbmeros, ni de la mezcla de CLA en nuestro modelo de estudio (datos no
mostrados), por lo cual descartamos la posibilidad de que CLA lleve a cabo sus
acciones a través de receptores de membrana como los GPR’s.

Los primeros andlisis, se realizaron con la preincubacion de los isbmeros y
la mezcla de CLA durante tiempos cortos, de 5 a 60 min con los isémeros y la
mezcla de CLA y una incubaciéon de 10 minutos con insulina 10 nM. Fueron
evaluados los niveles de fosforilacién de Akt en la Ser*’3; sin encontrar cambios en
la activacion de Akt por efecto de los isomeros ni de la mezcla de CLA (datos no
mostrados).

Debido a los resultados anteriores y a los antecedentes existentes con
respecto a las implicaciones del tratamiento de CLA en la respuesta a insulina en
multiples estudios a largo plazo, fue decidido determinar los efectos del
tratamiento cronico de los isomeros de CLA en las acciones de la insulina en la
linea celular hepatica C9. Se utilizaron tiempos de incubacion con ambos acidos

grasos y con la mezcla durante 24 hasta 60 horas, junto con 10 nM de insulina
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durante 10 minutos y fueron determinados los niveles de fosforilacion de Akt en la
Thr3%®y |a Ser?’3,

Por su parte, la fosforilacion en el residuo de Ser4’3, inicamente fue afectada por
el isébmero trans-10, cis-12-CLA en todos los tiempos de incubacion figura 17 B,
mientras que con el isOmero cis-9, trans-11-CLA Unicamente se observa una
reduccion estadisticamente significativa en los niveles de fosforilacibn de este
residuo hasta las 60 horas (Figura 17 A). Como se observa en la figura 18 A-C,
ambos isomeros y la mezcla de CLA mostraron una reduccion significativa en los
niveles de fosforilacion del residuo de Thr3®® en una forma dependiente del
tiempo. Los efectos en la reduccion del nivel de fosforilacion de Akt por parte de la
mezcla y sus isomeros, no podrian ser explicados por la degradacion de Akt, ya
que los niveles de expresion de esta proteina no se vieron afectados. Los
hallazgos encontrados hasta el momento, con respecto al isomero trans-10, cis-
12-CLA, confirman los reportes por otros grupos de estudio en cuanto a que éste
promueve resistencia a la insulina, sin embargo; nuestros resultados muestran que
el isébmero cis-9, trans-11-CLA y la mezcla de CLA también tienen una

participacion importante en la desensibilizacién de la sefial de insulina.
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Figura 17
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Figura 17. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante el tratamiento. Se utilizaron los isomeros de CLA de forma independiente
cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B) en una concentracion de 50 uM durante
24 hasta 60 horas e insulina 10 nM por 10 minutos en cada estimulo. Se separaron las
proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti Akt-
Ser*”®, La cantidad de proteina total fue Akt. Los datos fueron obtenidos de 5
experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo para la gréafica.
*p<0.05 con respecto a insulina.
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Figura 18. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isémeros cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10,
cis-12-CLA (B) y la mezcla (C) de CLA de forma independiente, en una concentracion de
50 uM e insulina 10 nM por 10 minutos en cada estimulo, en tiempos de 24, 36, 48 y 60
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horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el
anticuerpo de Akt Thr3%, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-Akt
1/2/3. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos independientes, tomando 1 blot
como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto a insulina

VIILII Evaluacion de larespuesta a insulina por efecto de los isOmeros
de CLA através de ensayos de concentracion- respuesta

Para evaluar los efectos de los isomeros de CLA en la respuesta ante insulina,
fueron realizados ensayos de concentracion-respuesta con cada uno de estos
acidos grasos. Fue determinada la fosforilacibn de la cinasa Akt, utilizando
concentraciones crecientes de lipidos que consistieron de 10, 25 y 50 uM durante
24 horas y una concentracion de 10 nM de insulina durante 10 minutos. Tal y
como se puede observar en la figura 19 A y B, ambos isdmeros de CLA
disminuyen los niveles de fosforilacion de Akt en la Ser*’® inducido por insulina, en
concentraciones de 25 y 50 uM; datos que son consistentes con respecto al curso
temporal realizado anteriormente en donde se observaron efectos negativos por
parte de ambos isomeros de CLA en la activacion de esta proteina en una

concentracion de 50 pM.
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Figura 19

A

Akt Ser’? phosphorylation

150

100 1 —‘V

50

(% of insulin effect)

*

T

*

=

C - 10

T
25

T
50

c9,t11 CLA

Ins 10 min

150

100

50 T

Akt Ser*”® phosphorylation
(% of insulin effect)

10

25

t10,c12 CLA

Ins 10 min

C

DMSO

10

25

LTS

Akt S

50 pM c9,t11 CLA

Ins

_ Al Sm
1 J

C

DMSEO

10

25

50 uMt10,c12 CLA

Figura 19. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isémeros cis-9, trans-11-CLA (A) y
trans-10, cis-12-CLA (B) de CLA de forma independiente en concentraciones de 10, 25y
50uM e insulina 10 nM por 10 minutos en cada estimulo, en 24 horas. Se separaron las
proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti Akt-
Ser”®, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-actina Los datos
fueron obtenidos de 3 experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo

para la gréafica. *p<0.05 con respecto a insulina.
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VIILII Evaluacion del estado de activacion del receptor de insulina en
la Tyri!*® por efecto de los isémeros de CLA

La insulina para poder llevar a cabo sus principales acciones se une a su receptor,
el cual es una glucoproteina con actividad instrinseca de cinasa de tirosina, que
posee multiples sitios de fosforilacion que regulan su actividad. Fueron evaluados
los niveles de fosforilacion en el residuo de Tyr''%8 [ocalizado el dominio de cinasa
de esta proteina, uno de los mas importantes implicados en su funcion reguladora
y funcional, fueron incubados ambos isémeros de CLA en los mismos tiempos y
condiciones que en el experimento anterior.

De forma interesante, se encontré un comportamiento similar por parte de
los dos isobmeros de CLA, ambos disminuyeron la fosforilacion del receptor de
insulina en la Tyr'%® de una forma dependiente del tiempo de incubacién con los
dos lipidos, asi mismo, no fueron encontrados cambios en los niveles expresion de
proteina, efecto consistente con los resultados obtenidos con anterioridad y que
confirma la asociacion de estos acidos grasos con la induccion de resistencia a la

insulina como se observa en la figura 20 Ay B.
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Figura 20
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Figura 20. Evaluacion del estado de fosforilacion del receptor de insulina en la Y198
por efecto de los isomeros de CLA. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de
1% de suero y 1% de BSA durante todo el tratamiento. Se utilizo el isomero de CLA de

forma independiente cis-9,

trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B) en

concentracion de 50 uM e insulina 10 nM por 10 minutos en cada estimulo, durante 24,
36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas
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utilizando el anticuerpo anti IR Tyr!'®®, La cantidad de proteina total fue determinada
utilizando IR. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos independientes, tomando 1
blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto a insulina.

VIILLIV Papel de los isomeros de CLA en la fosforilacion del sustrato del
receptor de insulina en la Tyr®

Como parte importante en la via de sefalizacion de insulina, el sustrato del
receptor de insulina 1 (IRS-1) resulta ser una proteina clave en el proceso de
activacion de otras proteinas. A pesar de que existen 4 isoformas de IRS, la
isoforma 1 se expresa en células hepaticas. IRS contiene varios sitios de
fosforilacidn en residuos de tirosina que al ser fosforilados por el receptor de
insulina se convierten en sitios de union y activacion de proteinas que contienen
dominios SH2 como PI3K. Fue importante considerar los efectos de CLA en la
activacion de esta proteina. La Tyr%2, es un sitio conocido de fosforilacién
implicado en la interaccién con la subunidad reguladora de PI3K y en la regulacion
de la actividad de IRS®. La preincubacién con el isémero trans-10, cis-12-CLA
disminuyé la fosforilacion en la Tyr®3? de IRS, efecto que fue dependiente del
tiempo, observado en la Figura 21 A. Por su parte, el isémero cis-9, trans-11-CLA
afecté parcialmente la fosforilacion de IRS, ya que se encontraron cambios
Gnicamente a partir de las 48 horas de incubacion (Figura 21 B). La mezcla de
CLA mostro tener efectos negativos en la fosforilacion de IRS a las 60 horas de

pretratamiento (Figura 21 C).
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Figura 21. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de

BSA durante todo el

tratamiento. Se utilizaron

los isbmeros de CLA de forma

independiente cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B) y la mezcla (C) en una
concentracion de 50 uM e insulina 10 nM por 10 minutos en cada estimulo, durante 24,
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36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas
utilizando el anticuerpo anti IRSTyr%2, La cantidad de proteina total fue determinada
utilizando IRS. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos independientes, tomando 1
blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto a insulina.

VIIL.V Determinacion de los efectos de los isomeros de CLA en el estado
de fosforilacion de GSK-3 en la Ser®?!

La cinasa 3 de la glucogeno sintasa (GSK-3), es una de las proteinas mas
importantes en la via de sefalizacion de la insulina, su actividad es regulada
negativamente por esta hormona, la inhibicion de GSK-3 es mediada por la
activacion de PI3-K y su proteina blanco Akt; la cual tiene la capacidad de
fosforilar en los residuos de Ser® en GSK-3B y Ser?! GSK-3q, lo que promueve la
inhibicién de su actividad, importante funcion que favorece la activacion de la
glucogeno sintasa, la cual es una proteina involucrada en promover la sintesis de
glucégeno en el higado. Por lo tanto, resulté importante evaluar el comportamiento
de cada uno de los is6meros y de la mezcla de CLA en la activacion de esta
proteina. Ambos acidos grasos promovieron una menor fosforilacion de esta
proteina; las acciones del isomero trans-10, cis-12-CLA fueron dependientes del
tiempo, tal y como se observa en la figura 22 B; mientras que el isomero cis-9,
trans-11-CLA mostré efectos inhibitorios a partir de las 48 horas de pre-
tratamiento (Figura 22 A), la mezcla de CLA hasta las 60 horas de incubacién
presentd este mismo comportamiento, efecto observado en la figura 22 C.
Resultados que confirman que CLA posee la capacidad de desensiblizar las

acciones de la insulina y sus efectores.
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Figura 22. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isémeros cis-9, trans-11-CLA (A) y
trans-10, cis-12-CLA (B) y la mezcla (C) de CLA en concentracion de 50 uM e insulina 10
nM por 10 minutos en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas
mediante SDS-PAGE vy fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti GSK-3 Ser?'”. La
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cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti- GSK-3. Los datos fueron
obtenidos de 5 experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo para la
grafica. *p<0.05 con respecto a insulina.

VIII. VI Evaluacion de los efectos de los isébmeros de CLA en la
fosforilacion de Akt

Como parte final del trabajo y Gnicamente como un control de que los isémeros de
CLA no activan por si mismos la via de sefalizacion de la insulina, se realizaron
incubaciones con los isémeros cis-9, trans-11-CLA vy trans-10, cis-12-CLA en una
concentracion de 50 uM durante 24, 36, 48 y 60 horas con cada uno de ellos, sin
estimulo con insulina. Encontramos que ninguno de los dos isomeros de CLA (cis-
9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA), promueven la fosforilacion de Akt en la

Thr3%8, ni en IRS en la Tyr®32, tal y como se observa en las figuras 23 y 24.
Figura 23
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Figura 23. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isémeros cis-9, trans-11 -CLA y trans-10, cis-12- CLA
en concentracion de 50 uM  en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se separaron las
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proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti pAkt Thr3%, La
cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-Akt. Los datos fueron obtenidos de 3
experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con

Figura 24
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Figura 24. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizaron los is6meros cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12 CLA en
concentraciéon de 50 pM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas
mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti IRS Tyr®32, La cantidad de
proteina total fue determinada utilizando anti-IRS. Los datos fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto al basal.

VIII.VII Efecto de los isdbmeros de CLA en los niveles de fosforilacion
en Serinas de IRS

Existe evidencia con respecto a que el aumento en la fosforilacién en residuos de
Ser/Thr a nivel de IRS, es uno de los mecanismos clave en el desarrollo de

resistencia a la insulina. La hiperfosforilacién de residuos de Ser/Thr en el sustrato
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del receptor de insulina, puede alterar su asociacién a otras proteinas, bloquear
sitios de fosforilacion en tirosina, disminuir su activacién e inducir su degradacion,
asi como reducir su interaccion con PI3K, alterando la fosforilacion y activacion de
la cinasa Akt. Diversas condiciones han sido reportadas como las responsables de
promover este efecto, destacando al papel de los acidos grasos libres (Kolesnick,
RN, Kronke, M. 1998, Yang, G et al. 2009), los cuales aumentan la actividad de
cinasas como varias isoformas de PKC (Li, Y, et al. 2004, Szendroedi, J et al.
2014) entre otras proteinas que pueden ser activadas por efecto de estos, tal y
como se menciond con anterioridad. Entre los sitios fosforilados en residuos de
serinas de IRS, la Serf!? es un residuo que ha sido identificado ser fosforilado por
PKC, ademés de encontrarse en cercania a un residuo de tirosina en IRS con
vital importancia para su asociacion con PI3K. Por lo anterior, fue evaluado el nivel
de fosforilacion en el residuo de S®2 en IRS bajo el tratamiento de ambos
isdbmeros de CLA (cis-9, trans-11-CLA y trans-10 cis-12-CLA) durante 24 hasta 60
horas. Fue encontrado un patrén de respuesta distinto de acuerdo al tipo de acido
graso utilizado. Mientras que el isébmero cis-9, trans-11-CLA alcanza un efecto
maximo en la fosforilacion de la Ser®'? de IRS en 24 horas de hasta el ~300%
(Figura 25 A), el is6mero trans-10, cis-12-CLA muestra un efecto de ~900% en la
fosforilacion de IRS (Figura 25 B), efecto presente posterior a las 24 horas de
estimulacion y que es mantenido hasta las 60 horas de pretratamiento. Por lo que
sugerimos, que las acciones de CLA asociadas a la desensibilizacion de la
respuesta a insulina en nuestro modelo de estudio, podrian llevarse a cabo a

través de la fosforilacion en residuos de serina de IRS.
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Figura 25
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Figura 25. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isémeros cis-9, trans-11-CLA (A) y
trans-10, cis-12-CLA (B) de CLA en concentracion de 50 pM en cada estimulo, en 24,
36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas
utilizando el anticuerpo anti IRS Ser®?. La cantidad de proteina total fue determinada
utiizando anti-IRS. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos independientes,
tomando 1 blot como representativo para la gréafica. *p<0.05 con respecto al basal.
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Fue también de particular interés, determinar los efectos de CLA en el residuo de
Ser3%” de IRS, el cual se ha identificado afecta la asociacion entre el receptor de
insulina y su sustrato, ademas de estar implicado en resistencia a la insulina y ser
un blanco de cinasas como JNK e IKKB en respuesta a TNF-a. Se realizaron
incubaciones con ambos isémeros de CLA durante 24, 36, 48 y 60 horas y fue
determinado el nivel de fosforilacién en la Ser®®” de IRS. Los efectos encontrados
con los dos isdbmeros de CLA fueron similares a los hallados con el residuo de
Serf?2 de IRS. Con el isémero cis-9, trans-11-CLA se encontré un nivel de
fosforilacion maximo en 24 horas (~300%) como se observa en la figura 26 A,
mientras que con el isémero trans-10,cis-12-CLA la mayor respuesta de
preincubacién encontrada fue a partir de 24 horas y fue sostenida hasta las 60
horas (~900%), efecto observado en la figura 26 B. A pesar de las diferencias en
la temporalidad de ambos acidos grasos, en la fosforilacion en Ser de IRS, es
evidente que los dos aumentan de forma muy importante este proceso, el cual
podria mostrar un mecanismo adicional a los efectos de CLA en la induccion de

resistencia a la insulina.
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Figura 26
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Figura 26. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Se utilizaron cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-
CLA (B) en concentracion de 50 pM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se
separaron las proteinas mediante SDS-PAGE vy fueron analizadas utilizando el anticuerpo
anti IRS S%7, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-IRS. Los datos
fueron obtenidos de 5 experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo

para la grafica. *p<0.05 con respecto al basal.
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VIILVIII Implicacion de PKCe en los efectos de los isdmeros de CLA en
la regulacion de la sefializacion de insulina en células C9.

Reportes anteriores, han mostrado que la administracion de la mezcla de CLA en
ratones promueve el aumento en los niveles de diacilglicerol en el higado, asi
como la activacion de la proteina cinasa C épsilon. PKCe ha sido reportada como
la isoforma predominante en el higado bajo condiciones de una dieta alta en
grasa, se conoce que esta proteina disminuye la fosforilacion en tirosinas del
receptor de insulina, afectando la capacidad de la insulina de promover la sintesis
de glucdgeno e inhibir la gluconeogénesis. En ratas obesas y en la linea celular
HEPG2 la activaciéon de PKCe fue asociada con la menor expresion del receptor
de insulina, por lo que su estudio en el modelo de células hepaticas C9 resultd
ser de gran interés como uno de los probables mecanismos moleculares
relacionados con los efectos de los isémeros de CLA en la resistencia a la
insulina.

Igual que en los experimentos anteriores, los dos isémeros de CLA fueron
evaluados en tiempos de 24 hasta 60 horas de incubacion y fue determinada la
fosforilacion en la Ser’?® de PKCe residuo presente en el dominio del carboxilo
terminal de la proteina, el cual se conoce es importante para su actividad de
cinasa. Como se observa en la figura 27 A se encontré que el isobmero cis-9,
trans-11-CLA promueve la fosforilacion de PKCe en la Ser’?® de una forma que
dependiente del tiempo, alcanzando su efecto maximo a las 48 horas de

estimulacién (~600%) el cual se sostuvo hasta las 60 horas. Las células tratadas
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PKCe Ser?® phosphorylation

PKCe Ser’® phosphorylation

(% of basal)

(% of basal)

con el isébmero trans-10, cis-12-CLA, alcanzaron un pico maximo en 24 horas de

incubacion (~550%), lo cual disminuyé conforme al tiempo de pretratamiento

(Figura 27 B). Hallazgos que muestran que ambos &cidos grasos promueven la

activacion de esta cinasa, aunque la velocidad con la que lo hacen es diferente,

los resultados son un indicador de que PKCe puede activarse por efecto de ambos

isdmeros de CLA.

Figura 27
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Figura 27. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Se utilizaron los isébmeros cis-9, trans-11-CLA (A) y
trans-10, cis-12-CLA (B) de CLA en concentracion de 50 pM en cada estimulo, en 24,
36, 48 y 60 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas
utilizando el anticuerpo anti PKCe Ser’®. La cantidad de proteina total fue determinada
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utilizando anti- PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos independientes,
tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto al basal.

VIIL.IX Efecto de los isdbmeros de CLA en los niveles de fosforilacion de
Akt en presencia de la sobreexpresion de PKCe

Diversos reportes han evidenciado la mayor expresion de PKCe en pacientes con
resistencia a la insulina en el tejido hepatico. Con el fin de corroborar el papel de
esta proteina en nuestro modelo de estudio, fue decidido llevar a cabo ensayos de
sobreexpresion de PKCe. Se utilizaron dos construcciones distintas, la wild type
(WT) y la dominante negativa (DN), la cual posee una mutacion en el sitio de union
a ATP, lo que determina que esta permanezca inactiva, afectando su actividad de
cinasa. Fue evaluada la fosforilacion de Akt en la Ser*’® con PKCe WT, se
utilizaron 12 y 24 horas de incubacién con los dos isémeros de CLA. En la figura
28 A y B, se muestra que durante 24 horas de pretratamiento con ambos acidos
grasos, la reduccion en los niveles de fosforilacion de Akt fueron mayores que en
condiciones de incubacién normales, los datos no mostraron significancia
estadistica, pero con el aumento en el nUmero de experimentos es muy probable
encontrar una respuesta consistente en este efecto. Por lo que concluimos, que el
observar que la sobreexpesion de la isoforma épsilon de PKC exacerba los
efectos de CLA en células hepaticas, lo cual es un indicador de la importante
participacion de esta proteina en los mecanismos de resistencia a la insulina

mediados por este tipo de acidos grasos.
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Figura 28
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Figura 28. Las células C-9, fueron transfectadas con la construccion WT de PKCg, se
mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA durante todo el tratamiento.
Se utilizaron los dos isémeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B)
de CLA en una concentracion de 50 uM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se
separaron las proteinas mediante SDS-PAGE vy fueron analizadas utilizando el anticuerpo
anti Akt Ser*’®. La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti- actina y el
control de sobrexpresion fue anti-PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto

al basal.
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Result6 muy importante e interesante también, evaluar el efecto de la
sobreexpresion de la dominante negativa de PKCe junto con los isomeros de CLA
en la regulacion de la sefial de insulina. Se realizaron incubaciones de 24 horas de
tratamiento con los dos isémeros de CLA y fue evaluada la fosforilacion de Akt en
sus dos residuos de activacion, la Thr3%8 y la Ser’3. Los efectos negativos durante
24 horas de preincubacion con ambos isémeros de CLA (cis-9, trans-11-CLA y
trans-10, cis-12-CLA) en la fosforilacién inducida por insulina de la Thr3% de Akt,
fueron mejorados en presencia de la construccion de la DN de PKCe (Figura 29 A
y B). El efecto inhibitorio del isomero trans-10, cis-12-CLA en la fosforilacion de la
Ser*’3 fue revertido también (Figura 30 B). De forma distinta, con el isémero cis-9,
trans-11-CLA, no se observaron cambios en los niveles de fosforilacion en la
Ser4’3, en presencia de la dominante negativa de PKCe (datos no mostrados). En
conjunto, estos resultados sugieren que la isoforma épsilon de PKC modula las

acciones de los isomeros de CLA en la fosforilacion estimulada por insulina de Akt.
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Figura 29
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Figura 29. Las células C-9, fueron transfectadas con la construccion DN de PKCg, se
mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA durante todo el tratamiento.
Se utilizaron los dos is6meros de CLA, cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B)
de CLA en una concentracion de 50 uM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se
separaron las proteinas mediante SDS-PAGE vy fueron analizadas utilizando el anticuerpo
anti Akt Thr*®, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-Akt y el
control de sobreexpresion fue anti-PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto
al basal.
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Figura 30. Las células C-9, fueron transfectadas con la construccion DN de PKCg, se
mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA durante todo el tratamiento.
Se utilizaron los dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA en una
concentracion de 50 uM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se separaron las
proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti Akt
Ser*”®, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-Akt y el control de
sobreexpresion fue anti-PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la gréafica. *p<0.05 con respecto
al basal.

Existe evidencia con respecto a que la activacion de PKC puede promover la
fosforilacion de residuos de Ser en IRS. Con la finalidad de determinar si PKCeg
forma parte de los mecanismos de los isobmeros de CLA en la induccion de
resistencia a la insulina, fue examinada la fosforilacion en el residuo de Serf'? de
IRS en presencia de la construccion de la DN de PKCe. Como observamos en la
figura 31 A y B, los ensayos de transfeccion con la mutante, disminuyen los
niveles fosforilacion de IRS en la Serf'? durante 24 horas de pretratamiento con

ambos isdomeros de CLA. La fosforilacion del residuo de Ser®'? de IRS podria tener

un papel importante en la activacion de PKCg, dato que no ha sido reportado hasta
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el momento y que puede modular las acciones de CLA en la sefalizacion de

insulina.
Figura 31
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Figura 31. Las células C-9, fueron transfectadas con la construccion WT de PKCg, se
mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA durante todo el tratamiento.
Se utilizaron los dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA (A) y trans-10, cis-12-CLA (B)
en una concentracion de 50 uM en cada estimulo, en 24, 36, 48 y 60 horas. Se separaron
las proteinas mediante SDS-PAGE vy fueron analizadas utilizando el anticuerpo anti IRS
S%12, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti- actina y el control de
sobreexpresion fue anti-PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la gréafica. *p<0.05 con respecto
al basal.



Finalmente, los niveles de proteina de PKCe que fueron sobreexpresados en los
ensayos de transfeccion mostrados con anterioridad fueron cuantificados.
Claramente, se observa que existe un incremento estadisticamente significativo en
los niveles de expresidn de PKCe en las células transfectadas con respecto a las
células control, lo cual fue importante determinar para garantizar la efectividad del

ensayo en nuestro modelo (Figura 32).
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Figura 32 Sobreexpresion de PKCe. Las células C-9, fueron transfectadas con la
construccion WT de PKCg, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizaron los dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA y
trans-10, cis-12-CLA en una concentracién de 50 yM en cada estimulo, en 24, 36, 48y
60 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas utilizando
el anticuerpo anti IRS Ser®'?, La cantidad de proteina total fue determinada utilizando anti-
actina y el control de sobreexpresion fue anti-PKCe. Los datos fueron obtenidos de 5
experimentos independientes, tomando 1 blot como representativo para la gréfica.
*p<0.05 con respecto al basal.
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VIII.X Efecto de los isdmeros de CLA en la acumulacién de lipidos
intracelulares en las células hepéaticas C9

Con el objetivo de determinar si los isomeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-
12-CLA promueven la acumulacion de lipidos intracelulares en nuestro modelo de
células hepéticas C9, fue utilizada la técnica de miscroscopia confocal y la tincion
con rojo oleoso. El tratamiento durante 48 horas con ambos isomeros de CLA,
mostré la presencia de numerosas vesiculas esféricas con el contenido del
colorante; sugiriendo que su naturaleza es de origen lipidico. La preincubacion con
el isbmero cis-9, trans-11-CLA indujo la produccién de gotas de lipidos con
diferentes tamafios, cuya distribucién fue encontrada en el citoplasma. Por otro
lado, el isbmero trans-10, cis-12-CLA mostrd en la mayoria de las células gotas
grandes de lipidos densamente tefiidas, lo cual puede observarse en la figura 33.
El nivel de fluorescencia fue cuantificado, mostrando que los dos isbmeros
principales promueven la acumulacion de lipidos en las células hepaticas C9.
Como un control negativo de la acumulacién de lipidos observada con la
incubacion de los isomeros de CLA, hicimos el mismo ensayo con acido linoleico,
qgue al ser incubado durante 24 y 48 horas muestra la presencia de pequefias
gotas lipidicas figura 34, pero en una menor proporcion que los isomeros de CLA
en nuestro modelo de células hepaticas C9; hallazgo que coincide con otros
reportes en donde se ha descrito que el acido linoleico previene la esteatosis
hepatica (Vincenzo et al. 2000, Malhi Harmeet, et al. 2008, Ferramosca

Alessandra, Vincenzo Zara, 2014).
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Figura 33
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Figura 33. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Los dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA y trans-
10, cis-12-CLA fueron incubados durante 48 horas en una concentracion de 50 pM en
cada estimulo. La imégenes fueron tomadas utilizando el microscopio confocal Zeiss LSM
780. A) Contraste de fase B) Los lipidos intracelulares fueron tefiidos con rojo oleoso y los
nucleos con DAPI C) Merge. Escala 10 picras. Los datos fueron obtenidos de 3
avnarimantog independientes.
Figura 34
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Figura 34. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. EI LA, fue incubado durante 24 y 48 horas en una
concentracion de 50 pM  en cada estimulo. La imagenes fueron tomadas utilizando el
microscopio confocal Zeiss LSM 780. A) Contraste de fase B) Los lipidos intracelulares
fueron tefiidos con rojo oleoso y los nucleos con DAPI C) Merge. Escala 10 picras.
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VIIL.X Evaluacion de los efectos de los isomeros de CLA en la morfologia de
las células hepaticas C9

Los datos reportados por microscopia confocal con respecto al tratamiento con los
isomeros de CLA, aparentemente no mostraron cambios en la morfologia celular,
ni nuclear en nuestro modelo de estudio, sin embargo al utilizar la técnica de
microscopia electronica de transmision fue posible observar con mayor detalle la
estructura de las células.

Por una parte las células control presentan una morfologia regular, tipica de
células endoteliales, con nucleos elongados, numerosos filopodios y uniones
intercelulares bien conservadas.

Las células estimuladas con el isdmero cis-9, trans-11-CLA mostraron la presencia
de algunas inclusiones electrodensas esferoidales en el citoplasma, ademas de
agregados de vesiculas aparentemente de naturaleza lipidica.

El isbmero trans-10, cis-12-CLA, también produjo modificaciones en la forma de
las células y mostro la presencia de numerosas y pequefas gotas densas en el
citoplasma. Las células presentaron pequefios agregados asociados al reticulo
endoplasmico, formando parches discontinuos en la cara citosolica de este
organelo con la incubacion con ambos lipidos (Figura 35).

Resultados que muestran que ambos isémeros de CLA modifican la morfologia de
las células hepaticas C9, lo cual podria tener efectos negativos en las diferentes

respuestas metabdlicas que estas pueden poseer.
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Figura 35

c9,t11-CLA

Figura 35. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de
BSA durante todo el tratamiento. Los dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11-CLA y trans-
10, cis-12-CLA fueron incubados durante 24 horas en una concentracion de 50 pM en
cada estimulo. La imagenes fueron tomadas utilizando el microscopio electrénico de
transmision in a JEOL 1400 TEM (JEOL LTD, Japan). A-C Panel izquierdo) Células C9
sin tratamiento A-B Panel derecho superior) Tratamiento con cis-9, trans-11-CLA A-B).
Escala 10 picras. Los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes.
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VIILXI Papel de otros acidos grasos en la regulacion de la respuesta a
insulina en células hepaticas C9

El &cido linoleico, es un acido graso poliinsaturado el cual se encuentra asociado
con tener efectos positivos en la modulacion de la respuesta a la insulina, por lo
que utilizarlo fue considerado importante para tener un modelo comparativo con
respecto a los efectos de resistencia a la insulina inducida por los isomeros de
CLA. Para conocer el efecto del acido linoleico (LA) en la via de sefalizacion de la
insulina, se realizaron pre-incubaciones con este acido graso durante 24 y 48
horas en una concentracion de 50 pM, con y sin estimulos de 10 nM de insulina
durante 10 minutos. Encontramos que el &cido linoleico promueve la fosforilacién
de Akt en la Thr3% y de IRS en la Tyr%% inducida por insulina a las 24 horas,
mientras que a las 48 horas de incubaciébn con este acido graso, hay un
incremento en la fosforilacion de ambas proteinas como se observa en la figura

36. Cuando es incubado solo el &cido graso no se observa ningun efecto en la

fosforilaciébn de ambas proteinas en los tiempos antes mencionados.
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Figura 36
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Figura 36. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizd el acido linoleico en concentracion de 50 UM en cada
estimulo, en 24 y 48 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y fueron analizadas
utilizando el anticuerpo anti Akt Thré% e IRS Tyr®32, La cantidad de proteina total fue determinada
utilizando anti Akt y anti-IRS respectivamente. Los datos fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes, tomando 1 blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto al basal.

Consideramos importante tener, un control positivo de los efectos de un acido
graso de tipo saturado en nuestro sistema, el cual ha sido descrito como un
inductor de resistencia a la insulina en diversos modelos celulares (Samuel VT. Et
al. 2004, Vazquez-Jimenez, et al. 2016). Encontramos que al realizar un ensayo
de concentracidén respuesta, este acido graso afecta la activacion de Akt, por lo
que el acido palmitico también promueve resistencia a la insulina en nuestro

modelo de células hepéticas.
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Figura 37. Las células C-9, se mantuvieron en condiciones de 1% de suero y 1% de BSA
durante todo el tratamiento. Se utilizo el &cido palmitico en concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75y 1
mM en cada estimulo, en 24 y 48 horas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE vy fueron
analizadas utilizando el anticuerpo anti Akt Ser473. La cantidad de proteina total fue determinada
utilizando anti actina. Los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes, tomando 1
blot como representativo para la grafica. *p<0.05 con respecto al basal.
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IX. DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente proyecto de tesis, muestran que los isomeros
cis-9, trans-11-CLA vy trans-10, cis-12-CLA promueven resistencia a la insulina,
efecto reflejado en la menor fosforilacion del receptor de insulina en el residuo de
Tyri’%8 IRS en la Tyr®®?, la cinasa Akt en la Thr3® y Ser*”® y GSK-3a/B en la
Ser?®, Ambos acidos grasos promueven la fosforilacion en serinas de IRS en los
residuos 612 y 307, por medio de un mecanismo que involucra a la activacién de
PKCe y la acumulacién de lipidos en la linea celular hepatica C9.

Akt es una Ser/Thr cinasa importante en las acciones metabdlicas de la
insulina, particularmente en la regulacibn del metabolismo de glucosa en el
higado, en donde promueve la sintesis de glucdgeno e inhibe la gluconeogénesis.
La activacion de Akt requiere de la fosforilacion secuencial en dos residuos. La
Thr3%8 |ocalizado en el dominio de cinasa y la Ser*® situado en la region
reguladora del carboxilo terminal. La fosforilacion de ambos sitios es mediado por
PDK1 y mTORC2, respectivamente, mecanismo requerido para la completa
activacion de esta cinasa (Manning, et al. 2017). Como parte de la evaluacion de la
via de sefializacion de la insulina, los niveles de fosforilaciéon de Akt en la Ser43
fueron determinados; en primera instancia, fueron realizados tiempos de
incubacion cortos, cuya variacion fue de 2 minutos hasta 1 hora con cada isomero
de CLA por separado, sin encontrar ningun cambio por efecto del tratamiento con
ninguno de estos. Dada la evidencia con respecto a la participacion de GPR’s
(receptores acoplados a proteinas G) en distintas vias de sefalizacion,

relacionadas con mecanismos antiinflamatorios y de sensibilidad a la insulina en
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respuesta a diversos &cidos grasos poliinsaturados, fue muy importante la
realizacion de este experimento. Se conoce que los receptores acoplados a
proteinas G son activados en periodos cuya duracion es de minutos, por lo que en
nuestro modelo al no encontrar modificaciones con ambos isémeros de CLA, la
posible participacion de un GPR fue descartada en nuestro modelo, al menos en
estas condiciones.

Por los resultados anteriores y para conocer los efectos cronicos que los
isbmeros de CLA podrian tener en la respuesta a insulina en células hepéaticas,
fueron evaluados tiempos de incubacién de mayor duracién, que consistieron de
24 hasta 60 horas. De forma inicial se evalué la fosforilacién de la cinasa Akt
inducida por insulina en sus dos principales residuos de activacion Thr3% y Ser4’3,
Se observo que los dos isémeros cis-9, trans-11-CLA y el trans-10, cis-12-CLA
fueron incubados en las células y ambos afectan el estado de fosforilacién de Akt
en sus dos residuos; sin embargo se observd que la menor fosforilacion en la
Thr3% fue un efecto dependiente del tiempo con mayor consistencia que el
encontrado en el residuo de Ser*’3. El nivel de fosforilacién en este ultimo residuo
fue disminuido Unicamente por el pretratamiento con trans-10, cis-12-CLA. El
papel que posee cada uno de los residuos de Akt para su activacion, ain no ha
sido esclarecido por completo. Existen reportes con respecto a que la fosforilacion
en la Thr3%, se encuentra principalmente implicada con las acciones metabdlicas
de la insulina tales como el transporte de glucosa hacia la célula, sin que el
residuo de Ser*® esté involucrado. La delecion de mTORC2, elimina la
fosforilacion en el residuo de Ser*’3, sin afectar a la de Thr3%, ademas bajo estas

condiciones Akt conserva su capacidad de fosforilar a sus blancos GSK-3, TSC2 y
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S6K, proteinas que participan en el metabolismo, proliferacion y crecimiento
celular (Kondapaka, et al. 2004, Morisco, et al. 2005). Esto sugiri6 que la
activacion de blancos especificos de Akt no depende por completo de la
fosforilacion en la Ser*’3. Alessi et al., reportaron que la mutacién en el dominio PH
de la cinasa PDK-1, altera la fosforilacién de Akt en el residuo de Thr3%, sin ningln
efecto en la Ser*’3; ademas mostraron que los ratones knock-in para PDK-1
presentan resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, sugiriendo de tal forma la
importante participacion del residuo de Thr3% en el metabolismo de glucosa, por lo
que sugerimos que los isémeros de CLA podrian afectar principales las acciones
metabdlicas que ejerce Akt en nuestro modelo de células hepaticas. Ambos
isdbmeros de CLA han mostrado tener efectos de desensibilizacion en la respuesta
a insulina al inducir una menor activacion de Akt, un factor esencial que puede
contribuir a estados de resistencia a la insulina.

Un probable mecanismo molecular asociado a las acciones de CLA en la
induccién de resistencia a la insulina podria ser la hiperfosforilacion en residuos
de serina de IR e IRS, el cual reduce la fosforilacién en tirosinas de ambas
proteinas, la actividad de cinasa del receptor y las interacciones con proteinas
blanco como PI3K, alterando la activacion de Akt. Este mecanismo ademas, se
encuentra asociado con promover la degradacion de IR/IRS (Copps K. D. White M.
F. 2012).

Porier et al, reportaron que el isdmero trans-10, cis-12-CLA promueve
resistencia a la insulina, ya que induce una reduccion en los niveles de expresion y

de fosforilacion en tirosinas del receptor de insulina y de su sustrato, a traves de
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un mecanismo dependiente de la proteina SOCS3, la cual promueve la
degradacion proteosomal de IRS.

Por lo anterior, fueron evaluados los niveles de fosforilacion en tirosinas del
IR e IRS, ya que constituyen parte fundamental en la sefializaciéon de la insulina.
En nuestro estudio, observamos que en todos los tiempos de incubacién con
ambos acidos grasos, los niveles de fosforilacion en la Tyr'1%® del receptor de
insulina y la Tyr%3 de IRS se encontraron disminuidos, estos residuos poseen
importantes implicaciones en la funcionalidad y regulacion de la actividad de estas
proteinas, tal y como fue descrito con anterioridad. No se presentaron cambios en
la expresion de ambas proteinas. Hallazgos que sugieren que el mecanismo de
regulacion negativa ejercido por los isémeros de CLA que afecta la sefalizacién

de la insulina involucra al IR e IRS.

Otro hallazgo adicional con respecto a una de las proteinas que participan
en la via de sefializacion de la insulina y que tiene repercusiones metabdlicas
destacables, lo representa GSK-3, un blanco de la cinasa Akt, la cual es un
importante regulador de la sintesis de glucégeno en el higado, su activacién
regula e inactiva a la glucdgeno sintasa (GS). GSK3 es regulada negativamente
por Akt a través de la fosforilacion de los residuos Ser?! (GSK3a) y Ser® (GSK3p).
En este contexto, fueron evaluados los niveles de fosforilacion en dichos residuos
y debido al pretratamiento con ambos isomeros de CLA, los dos se encontraron
disminuidos, sin presentar cambios en la expresion de esta proteina.

Los efectos de los isomeros de CLA nuestro modelo de estudio, son

mecanismos moleculares asociados con resistencia a la insulina, cuyo origen
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sugerimos puede estar relacionado con la presencia de diferentes modificaciones
postraduccionales en proteinas que tienen una importante participacién en la via
de sefializacion de la insulina.

Uno de los posibles mecanismos involucrados en la alteracion del proceso
de fosforilacion en tirosinas del receptor de insulina, lo constituye la fosforilacién
en residuos de Ser/Thr del mismo (Gerasimos, et al. 2001, Copps K.D.
2012).Recientemente, se identificé en un modelo de ratones alimentados con una
dieta alta en grasa, la fosforilacion del residuo de Thr!'° en el receptor de
insulina, el cual es fosforilado por PKCe y que se encuentra involucrado en la
induccion de resistencia a la insulina hepatica en este modelo. ElI grupo de
Petersen et al., encontré que la fosforilacion de este residuo de Thr disminuye la
actividad de cinasa del receptor, ya que desestabiliza la configuracion activa del
mismo (Petersen et al. 2017). Este mismo mecanismo podria ser ejercido por los
isdomeros de CLA, en nuestro modelo de células hepaticas C9, sin embargo no
realizamos ensayos que demuestren esta hipotesis, pero seria muy interesante
evaluarlo a futuro.

Por otro lado, ya ha sido reportado que la fosforilacion en Ser de IRS, es un
mecanismo implicado en la induccion de resistencia a la insulina y que en
presencia de condiciones de hiperinsulinemia, exacerba este estado (Copps K.D,
White MF. 2012). Existe escasa evidencia en el tejido hepatico, con respecto a
gque CLA promueva la fosforilacion en serinas de IRS (Poirier et al. 2006). Por lo
que su estudio resultd importante en nuestro modelo, ya que podria ser un

mecanismo por el cual CLA, ejerce efectos negativos en la respuesta a insulina.
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Se evaluaron en los mismos tiempos de incubacion los efectos de los
isbmeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA, en la fosforilacion del
sustrato del receptor de insulina en los residuos de Ser®? y Ser3%’, La Ser®!? es un
residuo que ha sido identificado ser fosforilado por PKC, ademas de encontrarse
en cercania a un residuo de tirosina en IRS con vital importancia para su
asociacion con PI3K. La Ser®” de IRS, el cual se ha identificado afecta la
asociacion entre el receptor de insulina y su sustrato, ademas de estar implicado
en resistencia a la insulina y ser un blanco de cinasas como JNK e IKKB en
respuesta a TNF-a.Ambos &cidos grasos incrementaron la fosforilaciéon en el
residuo de Ser®!? de IRS desde las 24 horas de incubaciéon con ambos lipidos. Liu
et al., reportaron que la mutacion en este sitio, interfiere con la fosforilacién en
tirosinas de IRS y debido a su cercania con la Tyr%, presente en este mismo,
afecta su asociacion con PI3K, ademas de que el residuo de Serf? ha sido
reportado como un blanco de PKC, cinasa implicada en fosforilar en residuos de
serina al sustrato receptor de insulina; los dos isbmeros mostraron participar en la
fosforilacion de IRS en este residuo (Liu F, et al.1994, Chin J.E, et al.1994).
Hallazgos con los que podemos sugerir que, ambos isomeros de CLA
desensibilizan la respuesta a la insulina a través de un mecanismo que involucra
la fosforilacion en la Serf?? de IRS.

Por otra parte, también encontramos que ambos isomeros de CLA
incrementaron la fosforilacion en el residuo de Ser®” en IRS; la fosforilacién de
este residuo tiene implicaciones importantes en resistencia a la insulina. Se
conoce que JNK es una cinasa que posee la capacidad llevar a cabo esta

fosforilacién en respuesta a TNFa, y se ha demostrado que su delecion protege
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parcialmente la degradacion de IRS-1 (Aguirre, et al. 2000, Pal, et. al. 2016).
También existe evidencia de que la cinasa IKK@ también promueve la fosforilacion
de IRS en la Ser®’, aunque no es claro el mecanismo de activaciéon de esta
proteina. Existen reportes de que PKCe y PKCBO podrian ser las responsables de
este fendmeno, las cuales pueden activarse tras el aumento en la concentracion
de &cidos grasos libres (Pal, et. al.2016).

La resistencia a la insulina en el higado ha sido atribuida a la activacion de
PKCe, posterior a la ingesta de una dieta alta en grasa. El aumento en la
concentracion de DAG en el higado promueve la activacion de PKCe. Belury et al;
reportd6 en un modelo de ratones alimentados con la mezcla de CLA,
concentraciones elevadas de DAG y TAG en el higado, evento que fue asociado a
la translocacion de PKCe a la membrana plasmatica, mecanismo conocido de
activacion de PKC. Numerosos residuos de Ser/Thr en IRS se han identificado
como blancos de esta proteina. Se conoce que PKCe disminuye la fosforilacién en
tirosinas del receptor de insulina y de IRS-2 (Klip, et al. 2011) afectando la
capacidad de la insulina de promover la sintesis de glucégeno e inhibir la
gluconeogénesis. En ratas obesas y en la linea celular HEPG2 la activacion de
PKCe fue asociada con la menor expresion del receptor de insulina, ademas se ha
encontrado que el silenciamiento de esta proteina protege a los ratones de
presentar resistencia a la insulina inducida por &acidos grasos saturados
(Bhattacharya, et al. 2007).

Un indicador del estado activo de esta proteina lo constituye la fosforilacion
de la Ser’®, se conoce que algunos acidos grasos saturados poseen la capacidad

de inducir este efecto y afectar asi la sefializacion de la insulina (Klip, et al. 2011).
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Por lo que su estudio en el modelo de células hepaticas C9 resultdé ser de gran
interés estudiarlo, ya que podria representar uno de los probables mecanismos
moleculares relacionados con los efectos de los isdmeros de CLA en la resistencia
a la insulina.

De manera interesante, en nuestros resultados encontramos que los dos
isomeros de CLA promueven la fosforilacion de PKCe en la Ser’?°, por lo que
podemos deducir que los dos isbmeros de CLA activan a esta proteina y que es
un mecanismo adicional a los efectos negativos que ejercen ambos lipidos en la
respuesta a insulina en nuestro modelo.

Adicionalmente, estudios clinicos en pacientes que presentan resistencia a
la insulina hepética, la isoforma PKCe se encuentra altamente expresada. Los
ensayos de sobreexpresion de PKCe en nuestro modelo, mostraron que la
reduccioén inducida por los isomeros de CLA en la fosforilacion en la Ser*’® de Akt,
se presentd en mayor proporcion durante 24 horas de tratamiento, con respecto a
lo observado sin la sobreexpresion de esta proteina en los ensayos anteriores.
Estos hallazgos dan indicios de que la sobreexpresion de PKCe en nuestro
sistema, exacerba los efectos negativos de los isémeros de CLA.

Los niveles de fosforilacion de Akt en la Thr3% disminuidos por efecto de los
isbmeros de CLA, en presencia de la dominante negativa de PKCe se
recuperaron. Por otro lado, el isomero trans-10, cis-12-CLA tuvo el mismo
comportamiento con respecto a la fosforilacion de la Ser#’3, en donde en presencia
de la DN-PKCe se recuperod el efecto negativo que este acido graso tiene. El
isbmero cis-9, trans-11-CLA no mostré ningun cambio en este residuo de Akt en

presencia de la sobreexpresion de PKCe. El residuo de Thr3% de Akt, ha sido el
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principal involucrado en los efectos metabdlicos que esta proteina posee, tal y
como fue mencionado con anterioridad. Probablemente ambos is6meros de CLA
afectan en mayor proporcion las acciones metabolicas de Akt.

Asi mismo y de forma muy interesante, la presencia de la dominante
negativa de PKCe reduce notablemente la fosforilacion en la Ser®'? de IRS, bajo el
tratamiento con los is6meros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA. Estos
resultados sugieren que PKCe podria ser la responsable de los mecanismos de
resistencia a la insulina inducidos por los isémeros de CLA en células hepaticas
Co.

En el tejido hepatico, ha sido reportado que el isbmero trans-10, cis-12-
CLA, posee la capacidad de inducir esteatosis, ademés de tener la capacidad de
regular la expresion de genes que participan en la lipogénesis (Vyas, et al. 2012,
Kennedy A, et al. 2010). Adkins et al., en un estudio en ratones alimentados con
una dieta con un alto contenido del isémero trans-10, cis-12-CLA, confirmaron la
presencia de resistencia a la insulina en este modelo, lo cual fue determinado a
través de ensayos de ITT y HOMA-IR, también reportaron una importante
disminucién en la fosforilacion de Akt en la Thr3%8, asi como la presencia de una
severa macroesteatosis hepatica.

De forma muy interesante, nuestros hallazgos demuestran que los dos
isbmeros de CLA incrementan la concentracion de lipidos en las células hepaticas
C9, resultado que fue observado por la técnica de microscopia confocal y la tincion
con rojo oleoso, mientras que el acido linoleico siendo un acido graso con una
naturaleza similar a CLA no promovi6 ese efecto, ademas de que existe evidencia

de que el LA previene el proceso de esteatosis hepatica (Malhi, et al. 2008,
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Sarthak, et al. 2014, Sarthak, et al. 2016), por lo que el efecto de acumulacion de
lipidos intracelulares resulta ser especifico para los isomeros de CLA. Existe
evidencia de que el isébmero trans-10, cis-1-CLA en un modelo de células de ratén,
induce la expresion de genes involucrados en la lipogénesis en el higado, tales
como el de la proteina de unién al elemento regulador del esterol (SREBP1), la
acetil-CoA carboxilasa (ACC), la acido graso sintasa (FASN) y la estearoil
coenzima A desaturasa-1(SCD1). Asi como la menor expresion de genes que
participan en la B-oxidacion como la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1) y la
acil-CoA oxidasa (ACOX1) (Belury et al. 2011). Ensayos similares serian
necesarios para corroborar que en nuestro modelo tenemos este mismo
comportamiento por parte de los dos isémeros de CLA.

El tratamiento con el isébmero cis-9, trans-11-CLA; mostré un
comportamiento que no ha sido reportado por ningun grupo de investigacion y nos
resulté de gran interés utilizar una herramienta adicional, como la microscopia
electronica de barrido, para confirmar los resultados de acumulacion de lipidos en
las células. Por medio de esta técnica, fueron observados cambios en la
morfologia de las células que fueron tratadas con ambos isémeros de CLA durante
24 horas, éstas presentaron diferencias en forma y tamafio, asi como variaciones
entre las uniones intercelulares comparadas con las células control, lo cual podria
tener repercusiones funcionales importantes en nuestro modelo de estudio. Sin
embargo, lo mas destacable fue la presencia de vesiculas, cuya apariencia
sugiere que son de naturaleza lipidica, estos datos coinciden con los obtenidos a
través de microscopia confocal. Moraes et al., mostraron también, cambios

morfolégicos importantes en células hepéaticas derivadas de ratas bajo el
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tratamiento con CLA, ademds de claros indicios de esteatosis hepética (Moraes C,
et al. 2017).Sugerimos que los isémeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-
CLA promueven la deposicion de lipidos en las células hepéticas C9. Los dos
isdomeros de CLA podrian tener la capacidad de modular a diversos factores de
transcripcion que participan en la expresion de enzimas lipogénicas en el higado;
sin embargo, mas estudios con respecto a este fendmeno son necesarios. Como
parte complementaria a nuestro trabajo, encontramos que los isGmeros por si
mismos no activan la via de sefializacion de la insulina, ya que ninguno de estos
promovioé la activacion de Akt e IRS. Evaluamos de manera adicional, el papel que
ejerce el acido linoleico en la via de sefalizacion de la insulina en las células
hepéticas C9, su utilizacion resultd ser de gran importancia para tener un modelo
comparativo de los efectos de otro acido graso poliinsaturado con respecto al
comportamiento de CLA en este fendmeno. En otros modelos, se ha sido descrito
al 4cido linoleico como un promotor de sensibilidad a la insulina (Patterson, et al.
2012, Sarthak, et al. 2014); efecto que coincidioé con nuestros resultados, en donde
este 4cido graso aumento la fosforilacion de Akt e IRS, ni promovié la acumulacion
de lipidos intracelulares, tal y como se ha reportado en otro modelos (Sarthak, et
al. 2014, Sarthak, et al. 2016) por su parte, el acido palmitico de forma similar a
hallazgos previos(Ferramosca, et al. 2014, Vazquez Jimenez, et al. 2016), indujo
resistencia a la insulina en nuestro modelo de estudio, corroborando que los
efectos negativos inducidos por CLA en la respuesta a insulina son especificos

para estos acidos grasos.
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X. CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos indican que los is6meros principales de CLA, cis-9, trans-11-
CLA y trans-10, cis-12-CLA, inducen una menor activacion de la via de IRS/Akt, a
través de un mecanismo que involucra a PKCg, sugerimos que dicho efecto
conlleva a la fosforilacion de IRS en la Ser®? y la Ser®%’, lo cual podria ser
ocasionado por la acumulacion de DAG o algun metabolito de CLA, proponemos
que la cinasa JNK también podria encontrarse implicada en dichos efectos ; tal y
como se muestra en el modelo propuesto de la figura 38.

Son necesarios mas estudios para conocer los mecanismos moleculares
implicados de CLA en la induccion de resistencia a la insulina y la participacion de
PKCe en el higado, ambos isémeros de CLA resultaron tener efectos negativos en

la respuesta a la insulina en nuestro modelo de células hepaticas C9.
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Figura 38. Modelo representativo que muestra los efectos de los isémeros cis-9, trans-11-
CLA y trans-10, cis-12-CLA en la regulacion de la sefial de insulina células hepéticas C9.
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XI.PERSPECTIVAS

Como parte adicional en la evaluacion de los efectos de CLA y su asociacion con
la activacién de PKCg, sera importante:

- Determinar los niveles de fosforilacién en el residuo de Thr'%0 del receptor
de insulina, accion dependiente de PKCe como un marcador de resistencia
a la insulina hepatica, el cual podria ser el mecanismo relacionado con los
efectos negativos por parte de CLA en nuestro modelo de estudio.

- Evaluar si bajo el tratamiento con los isdmeros de CLA la activacion de JNK
esta presente, ya que esta cinasa se encuentra involucrada en fosforilar en
el residuo de Ser3®” a IRS y es ademas un blanco de PKCe.

- Llevar a cabo la cuantificacion de DAG para identificar el mecanismo de
activacién de PKCe en las células hepaticas C9.

- Determinar la expresion de genes involucrados en los procesos de

lipogénesis e inflamacién modulados por los isomeros de CLA.
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