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INTRODUCCION. Estudios recientes han sugerido un papel central del complejo proteico NLRP3
en el desarrollo de la inflamacion relacionada a la obesidad, caracterizado como un nexo metabdlico
entre metabolismo e inflamacion. Se ha descrito que esta inflamacidon se asocia directamente a la
activacion de Interleuquina (IL)-1P por parte del inflamasoma NLRP3, la cual es liberada desde la
célula a través de poros conformados por la proteina Gasdermina D (GSDMD). A su vez, la
actividad del inflamasoma NLRP3 se ve modulada por la proteina TXNIP (del inglés, Thioredoxin-
interacting protein) que ha sido sugerida ser regulada por especies reactivas del oxigeno, éstas
ultimas, descritas ampliamente durante estadios de resistencia a la insulina y diabetes de tipo 2. La
regulacion del inflamasoma NLRP3 ha sido caracterizada en diferentes células; sin embargo,
escasamente explorada en el musculo esquelético y como su localizacion se asocia con las
caracteristicas fenotipicas y metabodlicas de diferentes musculos (rapidos, lentos y mixtos) durante
resistencia a la insulina. OBJETIVO. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la inmunolocalizacion de
NLRP3, ademas de IL-1B, TXNIP y GSDMD en miuisculos rapidos, lentos y mixtos aislados desde
ratones insulino resistentes y controles. METODOLOGIA. Los musculos FDB, gastrocnemio,
soleo y masetero fueron obtenidos desde ratones C57BL/6J luego de 8 semanas de dieta control
(NCD) y alta en grasas (HFD). Se realizé inmunofluorescencia para las proteinas NLRP3, GSDMD,
TXNIP e IL-1P en cortes transversales de musculos y fueron visualizadas por microscopia de EPI
fluorescencia. Para evaluar el tipaje de fibras, se llevd a cabo inmunofluorescencia contra la cadena
pesada de miosina tipo I (BADS) y tipo II (SC71). Los parametros bioquimicos y morfométricos de
los animales fueron medidos con técnicas convencionales. RESULTADOS. NLRP3, GSDMD e IL-
1B presentan una mayor distribuciéon en musculos rapidos y lentos de ratones con HFD. Sin
embargo, en relacion con TXNIP no se obtuvieron resultados concluyentes respecto a su
distribucion. Una mayor distribucion de NLRP3 fue observada en fibras tipo II. CONCLUSION Y
PERSPECTIVAS. Todas las proteinas estudiadas se encuentran presentes en los musculos rapidos,
lentos y mixtos. NLRP3 colocaliza con TXNIP y se encuentra principalmente en fibras tipo II.

Futuros estudios son necesarios para describir con mayor profundidad la expresion, distribucion y
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actividad del complejo inflamasoma NLRP3 y de las proteinas que modulan su activacion junto con
la liberacion de IL-1B. La evidencia presentada podria ayudarnos a definir si la localizacion del
complejo inflamasoma NLRP3 es relevante para la comprension de la resistencia a la insulina

muscular y su impacto como potencial blanco en alteraciones metabolicas.

Palabras clave: Musculo esquelético; Resistencia a la insulina; Inflamasoma NLRP3, GasderminaD,

TXNIP, Musculos rapidos y lentos.

12



INTRODUCCION

13



Obesidad, resistencia a insulina y musculo esquelético

En el afio 2016, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reportd que 1,9 billones de personas
padecian de sobrepeso y 650 millones eran obesas; ademas, proyectd que para 2040 cerca de 642
millones de personas padeceran diabetes tipo 2 '), Estas condiciones se correlacionan directamente con
el sobreconsumo de comida alta en calorias, con alto niveles de azicar refinada y se han relacionado a
un estado de inflamacion cronica de bajo grado, también denominada inflamacion metabdlica . Un
hallazgo caracteristico del sobrepeso y la obesidad es el desarrollo de resistencia ala insulina en el
tejido adiposo, el higado y en el musculo esquelético, siendo la resistencia a la insulina del mutsculo
esquelético la principal caracteristica de la diabetes de tipo 2 ). La resistencia a la insulina se define
como el estado en el que los tejidos producen una respuesta disminuida para la captacion de glucosa

mediada por insulina frente a niveles normales o elevados de insulina .

En los humanos, el musculo esquelético es el sitio principal donde ocurre captacion de glucosa
inducida por insulina en el estado postprandial. Alrededor del 80% de la captacion de glucosa ocurre

31, La insulina promueve la captacion de glucosa en las fibras musculares por la

en este tejido |
activacion de una compleja cascada de fosforilaciones/desfosforilaciones . En el musculo
esquelético la insulina se une a su receptor, produciendo la autofosforilacion cruzada de residuos
clave de tirosina de las subunidades beta . El receptor de insulina fosforilado reconoce y fosforila al
sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1), IRS-1 al ser fosforilado se une y activa a la subunidad
regulatoria p85 de la fosfoinositol-3 quinasa (PI-3K) y la activacion de subunidad catalitica p110, la
cual promueve un incremento en fosfoinositol-3,4,5 trifosfato. La activacion de PI-3K resulta en la
activacion de la proteina Akt y la fosforilacion del sustrato 160 de Akt (AS160), este facilita la
traslocacion de vesiculas que contienen al transportador de glucosa tipo 4 (GLUT 4) desde el
citoplasma a la red de tabulos transversales y la membrana sarcolemal permitiendo la captacion de

glucosa !, En las fibras del musculo esquelético los tubulos T comprenden la mayor superficie de la

membrana y son el principal sitio donde ocurre la mayor sefializacion de insulina, traslocacion de

14



GLUT 4 y captacion de glucosa . En estados de resistencia a la insulina tanto la translocacién

inducida por insulina comola captacion de glucosa se ven dramaticamente reducidas ("),

Inflamacion de bajo grado y su impacto sobre la sefializacion a la insulina

La obesidad es usualmente asociada a inflamacioén cronica de bajo grado, la cual se encuentra
involucrada en la patogénesis de la resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, ateroesclerosis y esteatosis
hepatica, entre otros?. La expresion de diferentes citoquinas proinflamatorias se ha encontrado
elevada en el tejido adiposo, higado y musculo esquelético de modelos animales y pacientes humanos
obesos e insulino resistentes . Estudios recientes han sugerido un rol especial de las fibras
musculares en el desarrollo de la inflamacion relacionada a la obesidad. Recientemente, se ha
demostrado que fibras musculares esqueléticas aisladas son capaces de secretar marcadores
inflamatorios en roedores con obesidad inducida por dieta, culminando en una resistencia a la insulina
muscular P!, La activacion de la sefializacion inflamatoria intracelular en individuos obesos esta
relacionada a estimulos como altos niveles de acidos grasos circulantes y citoquinas proinflamatorias
] La activacion del complejo enzimético inhibidor del factor nuclear-kB (NF-kB) quinasa (IKK)
produce la fosforilacion del inhibidor del NF-xkB (IkBa) y su subsecuente degradacion a través del
proteosoma . Esto causa la traslocacion de NF-xB al niicleo y promueve la expresion génica de
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y factores de adhesion, entre otros . La activacion de c-
Jun N-terminal quinasa (JNK) e IKK, ambas serinas/treoninaquinasas, interrumpen la sefializacion de
insulina y promueven la resistencia a la insulina a través de fosforilacion de IRS-1 e IRS-2, en
residuos de serina, causando su inactivacion '%. La fosforilacion inhibitoria de JNK a IRS1/2 lleva a
un reclutamiento reducido de la PI-3K/Akt en la cascada de sefializacion en respuesta a la insulina '),
La inhibicion de la via de PI-3K/Akt bloquea casi toda la accion metabolica de la insulina, incluyendo

la estimulacion del transporte de glucosa, sintesis de glicogeno y sintesis de lipidos ['*! (Fig. 1).
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Figura 1. Seiializacién cruzada entre via inflamatoria y via de captacion de glucosa mediadapor insulina. Los receptores

de citoquinas y Toll-like al ser activados reclutan al adaptador MyD88 (Izquierda).MyDS88 activado conduce a la activacion del

complejo enzimatico inhibidor del factor nuclear- kB (NF- kB) quinasa (IKK), el cual a su vez produce la fosforilacion del

inhibidor del factor nuclear- kB (IxBa) resultando en la degradacion de IkBo dependiente de ubiquitina. NF- xB es

traslocado al nucleo e inicia la transcripcion de los genes proinflamatorios. Ademas, c-Jun N- terminal kinase (JNK) es

activada mediante esta via. JNK, IKK y las citoquinas inflamatorias promueven la fosforilacion inhibitoria en IRS (en

residuos de serina), impactando en el transportede glucosa mediado por insulina (derecha)!
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Inflamasoma NLRP3, el principal inflamasoma caracterizado en enfermedades cronicas
Estudios recientes han demostrado que esta inflamacion asociada a la obesidad también ocurre en los

musculos esqueléticos 131

. Sin embargo, su causa y su papel en la resistencia a la insulina y
desarrollo de diabetes tipo 2 no se ha dilucidado del todo. De acuerdo con la siguiente evidencia se ha

apoyado la relevancia de la inflamacion en el musculo esquelético:

e Una serie de hallazgos experimentales y clinicos demostraron que el musculo esquelético

actiia como un 6rgano secretor ['%),

¢ En condiciones fisiologicas, las fibras musculares producen y secretan citoquinas y otros
péptidos, clasificados como mioquinas, las cuales podrian ejercer un efecto paracrino,

endocrino o autocrino ['®!7,

e La lista de mioquinas esta en crecimiento e incluye interleuquinas como IL-1, IL-1Ra, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-15, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la proteina quimiotactica de

monocitos 1 (MCP-1) (81618191

Ademas, el musculo esquelético expresa varios componentes del sistema inmune innato, incluyendo
receptores de citoquinas biologicamente activos y receptores tipo Toll (TLRs) 2%, Existe evidencia
también respecto a que los acidos grasos libres saturados pueden activar una respuesta inflamatoria de
los musculos, posiblemente a través de los receptores TLR *'. Por ejemplo, la administracion
parenteral de acidos grasos libres a ratones por 2 horas induce fosforilacion de JNK yresistencia a la
insulina en musculo e higado *"". En el caso de los receptores de citoquinas, se ha propuesto que una
dieta alta en grasas estimula el receptor de IL-1, mediando una cascada de sefalizacion con la

activacion de NF-kB en el musculo esquelético de ratones 2.

Actualmente, la inflamacion metabolica es un area de investigacion muy activa. Desde el

descubrimiento del inflamasoma NLRP3, se ha sugerido que este complejo proteico es un nexo

23]

molecular entre metabolismo e inflamaciéon ). El inflamasoma NLRP3 estd formado por la
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interaccion de un nucleo de proteinas intracelulares identificadas como NLRP3 (del inglés: nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptor family (NOD-like) pyrin domain containing3), la proteina
ASC (una proteina speck-like asociada a apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento de

caspasa 0 CARD) y la proteina efectora pro-caspasa-12% (ver Fig. 1).

El inflamasoma NLRP3 activado procesa la procaspasa-1 a su forma enzimatica activada de caspasa-1

23261 1.2 maduracion y

y libera citoquinas proinflamatorias maduras, tales como IL-1p e IL-18 !
liberacion de IL-1P e IL-18 requiere dos pasos. El primer paso, denominado priming el cual conduce a
la expresion y sintesis de pro-IL-1p y pro-IL-18 y otros componentes inflamatorios como la expresion
de NLRP3%". La sefial de priming mediadapor los TLRs es activado por componentes microbianos
(denominados patrones moleculares asociados a patogenos, PAMPs) o por receptores de citoquinas
activados por citoquinas endogenas, promueven la via de NF-xB para aumentar la expresion de los
genes y con ello el nivel de estas proteinas, el cual, en condiciones normales es relativamente bajo
(2728291 " La activacion de la sefalizacion mediante TLR no solamente aumenta la expresion
transcripcional de NLRP3, sino que también posttranscripcionalmente activa NLRP3 mediante

B39 Por otro lado,el segundo paso para la activacion del inflamasoma

fosforilacion y de ubiquitinacion
resulta en un ensamblaje del complejo inflamasoma NLRP3, con activacion de la caspasa-1 y la
subsecuente activacion de la secrecion de IL-1B e IL-18 al medio extracelular . Una variedad de
estimulos extracelulares incluyendo ATP extracelular, toxinas que forman poros, virus RNA y
material particulado son necesarios para crear esta segunda sefial de oligomerizacion. Ademas, eventos

extracelulares o intracelulares como generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), flujo idnico o

dafio lisosomal, entre otras, han sido relacionados con la activacion del inflamasoma NLRP3 ?73132],
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Figura 2. Componentes del complejo inflamasoma. (1) NLRP3, ASC y procaspasa 1; (2) Union de los

componentes; (3) Oligomerizacién del complejo inflamasoma NLRP3; (4) Procesamiento IL-1b e IL-1812],

Gasdermina D y su funcidn en la liberacion IL-1p.

La proteina IL-1f carece de un péptido de sefializacion requerido para su secrecion a través la via de
secrecion clasica **) y se ha sugerido que es liberada al medio extracelular mediante mecanismos no
convencionales, tales como una secrecion mediada por Gasdermina D (GSDMD) P4, GSDMD es una
proteina citoplasmatica de 55 kDa sobre la cual es propuesta, que luego de la activacion proteolitica
por la actividad de la caspasa-1, sus dominios N-terminales se insertan a si mismos en la membrana
plasmatica, promoviendo la formacion de poros oligoméricos, los cuales permiten la liberacion de IL-
1B al medio extracelular ®%. Sin embargo, el papel del inflamasoma NLRP3 en la liberacion de IL-1B
por los poros de GSDMD vy su localizacion subcelular durante resistencia a la insulina inducida por

obesidad en el tejido de musculo esquelético sigue no dilucidado.

TXNIP: activacion del inflamasoma NLRP3 mediada por ROS

La obesidad ha sido asociada estrechamente con un aumento en la produccion de ROS mediante

actividad de NADPH oxidasa y disfuncion mitocondrial B, En paralelo, se ha descrito que una
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produccion aumentada de ROS funciona como un mecanismo esencial para la activacion del
inflamasoma NLRP3P?). La proteina TXNIP se ha sugerido como el nexo que conecta la produccion
de ROS y la activacion del inflamasoma NLRP3%!, TXNIP modula la actividad del sistema redox de
la tiorredoxina (TRX), afectando al estado redox de la célula. Sin embargo, la produccion de ROS
induce la disociacion entre TXNIP/TRX, mientras conduce a una interaccion entre TXNIP/NLRP3“%,
Distintos estudios han sugerido que TXNIP es requerido para la activacion inducida por ROS del
inflamasoma NLRP3**2] Interesantemente, la expresion de TXNIP en el musculo esquelético es
modulada por insulina, por lo que se sugeriria que en un contexto de resistencia a la insulina se podria
evidenciar una alteracion en la modulacion de la expresion de TXNIP ). Sin embargo, el mecanismo
molecular preciso mediante el cual TXNIP induce la oligomerizacion de NLRP3/ASC/pro-caspasa-1y

la activacion del inflamasoma NLRP3 en el musculo esquelético no ha sido determinada atn.

En sintesis, varios estudios recientes han apoyado a la conclusion respecto a que la activacion de este
inflamasoma estd relacionada a un incremento de la IL-1p circulante y asociada a los musculos
esqueléticos durante la resistencia a la insulina, reduciendo de forma critica la traslocacion de GLUT4

inducida por insulina "%,

Musculos rapidos, lentos y mixtos: metabdlicamente diferentes

Por un lado, tenemos las fibras musculares lentas o de tipo I, estas fibras son capaces de generar todoel
ATP que necesitan mediante procesos mitocondriales oxidativos (metabolismo oxidativo), durante la
contraccion muscular, estas fibras no consumen gran cantidad de ATP, esto contribuye a la capacidad
de este tipo de fibras para mantener una actividad contractil por largo tiempo sin caer en fatiga 4%,
Por otro lado, las fibras musculares rapidas o tipo II basan su metabolismo en procesos glicoliticos
para generar ATP de manera muy rapida, poniendo a su vez un limite de duracion para suactividad
contractil ). En el presente estudio trabajamos con musculos lentos (soleo y masetero, compuestos

principalmente por fibras musculares tipo 1 "), rapidos (flexor digitor brevis, compuesto

principalmente por fibras musculares tipo Ila y IIx ) y mixtos (gastrocnemio, compuesto tanto por
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fibras tipo I y tipo II). Previamente se ha descrito que las fibras musculares lentas (tipo I), con un
metabolismo oxidativo lento, son mas activas en la captacion de la glucosa que las fibras musculares
rapidas, con un metabolismo oxidativo — glucolitico rapido (tipo Ila) y un metabolismo glucolitico
rapido (tipo 1Ix)!*®!. Por ello, alteraciones o cambios durante estados cronicos sistémicos como es la
inflamacion cronica de bajo grado, podria impactar diferencialmente sobre la alteracion del

funcionamiento de los musculos esqueléticos durante estadios metabdlicos dehomeostasis a la glucosa

[46]

Hoy en dia la obesidad es una enfermedad multifactorial que implica componentes genéticos,
ambientales y propios del estilo de vida [**!. La OMS reporté que 650 millones de personas padecian
de obesidad en el mundo (de los cuales, 462 millones padecen diabetes mellitus tipo 2**)), una cifra
que ha aumentado en 3 veces desde 1975; proyectando un mayor crecimiento en las proximas décadas

91 En Chile esta tendencia no es diferente, en el aflo 2019 segtin la Organizaciéon de las Naciones

Unidad para la Alimentacion y Agricultura, el 28,8% de la poblacién chilena adulta es obesa °";
considerando a la obesidad como un problema de salud publica de gran magnitud en todas las edades.
Por otro lado, la inflamacion crénica de bajo grado asociada a la obesidad actiia como un sustrato para

3% Ademas, incrementa

el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles de alta prevalencia
la severidad y letalidad de la diabetes tipo 2 o de otras afecciones microbianas como por ejemplo el

mismo COVID-19. Desde una perspectiva economica debemos tener en consideracion los elevados

costos asociados al tratamiento de estas enfermedades en el sistema de salud nacional.

Considerando el contexto mundial actual y el consecuente desarrollo de resistencia a la insulina en
condicion de obesidad, se torna imperativo investigar mas alla respecto a como es posible aportar enla
solucion de estas alteraciones metabolicas, considerando al inflamasoma NLRP3 un potencial blanco
de estudio para dar respuesta a estas alteraciones. Si bien se han establecido algunasconclusiones al

respecto, en la actualidad no se ha descrito acerca de las potenciales diferencias en los niveles
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proteicos o localizacion de los componentes del inflamasoma NLRP3 de acuerdo con las
caracteristicas fenotipicas y metabdlicas de diferentes musculos *!). Por ello, nuestro objetivo estara
centrado en evaluar la localizacion del complejo inflamasoma en diferentes musculos a través de

inmunolocalizacion de las subunidades del complejo y su visualizacion por microscopia confocal.

22



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis
Durante la insulino resistencia inducida por la obesidad existe mayor inmunolocalizacion de las
proteinas NLRP3, IL-1p, TXNIP y GSDMD en musculos rapidos, lentos y mixtos de raton

comparado a los ratones insulino sensibles.

Objetivo general
Evaluar la inmunolocalizacion de NLRP3, ademas de IL-1B, TXNIP y GSDMD en musculos rapidos,

lentos y mixtos aislados desde ratones insulino resistentes y controles.

Objetivos especificos
1. Caracterizar la condicion de obesidad e insulino resistencia mediante evaluacion de los
parametros bioquimicos (test de tolerancia a la glucosa e IL-1B plasmatica) y

morfométricos (peso corporal) de los animales obesos y controles.

2. Comparar la localizacién subcelular de NLRP3 en musculos rapidos, lentos y mixtos de

ratones controles e insulino resistentes inducidos por obesidad.

3. Comparar la localizacion subcelular de GSDMD, TXNIP e IL-1p en musculos rapidos,

lentos y mixtos de ratones controles e insulino resistentes inducidos por obesidad.
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MATERIALES Y METODOS
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Modelo animal:

Se utilizaron ratones macho C57BL/6J obtenidos de las instalaciones de la Universidad de Chile. Los
ratones fueron mantenidos en un ambiente controlado a una temperatura constante de 21°C y con un
ciclo de luz/oscuridad en una razén de 12:12. Luego de 21 dias, los ratones fueron divididos en dos

grupos:

e El grupo control con dieta normal (NCD) se alimentd con una dieta compuesta por 10% de

grasas, 20% de proteinas y 70% de carbohidratos. (Research Diets D12450K)

e El grupo con una dieta alta en grasas (HFD) se aliment6 con una dieta compuesta por 60%

de grasas, 20% de proteinas y 20% de carbohidratos. (Research Diets D12492)

Los animales fueron sacrificarlos después de 8 semanas de dieta. Los procedimientos estuvieron
sujetos a la aprobacion por parte del comité de bioética de la Facultad de Medicina (CBA 1065

FMUCH).

Medicion de parametros bioquimicos de los ratones:

Los ratones fueron pesados y su peso corporal registrado. Posteriormente los ratones fueron puestos
en ayuno por 6 horas y se les realizo una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal; se administrd
glucosa en una cantidad tal de 2g/kg. Se tomo una muestra de sangre de la punta de la cola de cada
raton a los 0, 15, 30, 60 y 120 minutos, luego se midio la glucosa sanguineamediante el medidor de

glucosa One Touch I1.

Para la muestra de plasma se anestesio a los ratones y se obtuvieron muestras de sangre recolectadas
en tubos mediante una puncién cardiaca. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 5000 x g
por 15 minutos a 4°C para separar la fraccion plasmatica. Finalmente, las muestras fueron alicuotadas
¢ inmediatamente congeladas a -80 °C hasta ser procesadas de acuerdo con el protocolo del kit

Quantikine ELISA para determinar la concentracion de IL-1P plasmatica de los ratones.
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Obtencion de musculos rapidos, lentos y mixtos:

Se realizo el sacrificio de los animales a las 8 semanas de su tratamiento (dieta NCD o HFD)
mediante dislocacion cervical; de ellos se obtuvieron los musculos: gastrocnemio, masetero, séleo y
flexor digitor brevis (FDB) los cuales fueron congelados por 30-60 segundos con una capa fina de
OCT en isopentano (-150°C) enfriado en nitrégeno liquido. Posteriormente los musculos fueron

almacenados a -80°C hasta la obtencion de cortes.

Obtencion de cortes:

Los cortes fueron obtenidos usando un criostato (Leica CMI520) a -20°C. Las muestras se llevaron
desde su almacenamiento al cridstato donde fueron orientadas con OCT en el soporte de muestras. Se
obtuvieron cortes transversales de 8 um y fueron adheridos a portaobjetos cargados. Se realizé una
tincion de hematoxilina eosina (ver anexo Fig. 1) por cada muestra para asegurar su integridad. Los

cortes obtenidos fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

Protocolo de inmunofluorescencia:

Los cortes almacenados fueron secados a temperatura ambiente por 10 minutos y se ubicaron en una
camara humeda. Luego se realizaron dos lavados suaves con 500 uL. de PBS 1X (2 minutos cada
uno). A continuacion, se agregaron 500 pL de Glicina 100 Mm por 10 minutos seguido de dos
lavados con 500 pL de PBS 1X (2 minutos cada uno). Posteriormente se permeabilizé con PBS 1X —
Tritén X100 0,1% por 10 minutos, seguido de dos lavados con 500 uL. de PBS 1X (2 minutos cada
uno). Luego se bloqued con 500 pL. de PBS 1X — BSA 4%, (2 veces, 5 minutos cada vez).

Finalmente se incubd con anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1X — BSA 4% a temperatura
ambiente y se incubo con los anticuerpos secundarios por 30 minutos a temperatura ambiente.
(Previamente la dilucion del anticuerpo secundario fue centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm y

4°C). Luego se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS 1X — BSA 4% a temperatura ambiente y
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se continuo con una incubacion con Hoechst (1:5000) en PBS 1X — BSA 2% a temperatura ambiente

por 10 minutos. Para finalizar se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS 1X — BSA 4% a

temperatura ambiente, se llevo a cabo el montaje utilizando el medio de montaje DAKO vy las placas

fueron dejadas a oscuras a temperatura ambiente durante toda la noche para su secado.

Anticuerpos primarios:

Clonalidad Especie Reactividad Dilucion Marca
Monoclonal Rata NLRP3 1:100 R&B
Policlonal Conejo GSDMD 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Monoclonal Conejo TXNIP 1:200 Invitrogen
Policlonal Ratén IL-1B 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Policlonal Ratén PIP2 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Policlonal Conejo Laminina 1:200 BIOSS
Policlonal Ratén Cadena pesada 1:7 DSHB
miosina tipo |
Policlonal Ratén Cadena pesada 1:6 DSHB
miosina tipo I1
Sistema de deteccion:
Clonalidad Especie Reactividad Conjugado Dilucion Marca
hospedera
Policlonal Cabra Rata Alexa Fluor 488 1:200 Invitrogen
Policlonal Cabra Conejo Alexa Fluor 555 1:200 Invitrogen
Policlonal Burro Raton Alexa Fluor 555 1:200 Invitrogen
Policlonal Cabra Conejo Alexa Fluor 488 1:200 Invitrogen
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Obtencion de imagenes:

Las placas fueron observadas en un microscopio de EPI fluorescencia modelo “Nikon eclipse Ti” y

mediante el software NIS — elements.

Analisis de resultados:

Las imagenes obtenidas fueron procesadas y analizadas en el sofiware imagel. Para la medicion de
parametros bioquimicos y antropométricas se presentan los resultados como promedio = SEM. Para
aquellos datos de distribucion no normal se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para datos no
pareados. Para la significancia estadistica se considerdé un p<0,05. Para el analisis de los datos y la
construccion de graficos se utilizo el programa computacional GraphPad Prism 8 (GraphPad Programa

Inc, San Diego, CA, EE. UU.).
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RESULTADOS
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Determinacion de variables bioquimicas y morfométricas de ratones normales y alimentados con
una dieta alta en grasas (HFD).

Para corroborar que los ratones sometidos a HFD durante 8 semanas desarrollaron resistencia a la
insulina y obesidad, realizamos una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y medimos el peso
corporal. Para evaluar un estado inflamatorio crénico, llevamos a cabo mediciones de la concentracion
plasmatica de IL-1f por ELISA. Como se muestra en la figura 3, un aumento significativo respecto al
grupo control de la glicemia en ayuno fue encontrada en los ratones HFD (Fig. 3A). Tras un desafio de
glucosa intraperitoneal, la curva de tolerancia a la glucosa en los animales HFD present6 valores de
glicemia significativamente mayores en todos los puntos ensayados hasta los 120 min (Fig. 3A). De
manera concordante, una mayor concentracion de glucosa circulante por minuto fue encontrada tras la
medicion del area bajo la curva del test de tolerancia a la insulina (Fig. 3B). Los valores alcanzados
del area bajo la curva fueron de 40145,8 £ 1561 y 28248,8 £ 1052 mg*min/dL para los ratones HFD y
controles, respectivamente. Como era esperable, el peso corporal fue mayor en los animales HFD
comparado con los controles (44,08 + 1,520 y 36,78 + 0,5417 g, respectivamente) (Fig. 3C). La
resistencia a la insulina ha sido relacionada con la inflamacién cronica de bajo grado, por ello, nosotros
medimos lo niveles plasmaticos de IL-1B (Fig. 3D). De interés, los animales HFD mostraron niveles
de 8,287 + 0,6676 ng/mL comparados con los animales controles, los cuales alcanzaron valores de
4,528 + 0,3104 ng/mL. En conjunto, nuestros resultados muestran que, tras 8 semanas de dieta, el
modelo de resistencia a la insulina es establecido y que los animales presentan una inflamacion cronica

comparados con los animales controles.
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Figura 3: Caracterizacion de parametros bioquimicos y morfométricos de los animales obesos (HFD) y controles
(NCD). Se presenta la comparacion de la curva resultante de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (A), el area
bajo la curva de glucosa (B), los pesos corporales (C) y la concentracion de IL-10 plasmatica (D) entre los ratones controles y
obesos. Los datos se muestran como la media =+ error estandar de la media (SEM). Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney

para datos no pareados: * p <0.05 (n=5), ** p <0.01 (n=5). NCD, control normal diet; HFD, high-fat diet.
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Localizacion subcelular de NLRP3 en fibras de misculos rapidos, lentos y mixtos. Con la
finalidad de evaluar la localizacion de la proteina central del inflamasoma NLRP3, se llevaron a cabo
experimentos de inmunofluorescencia indirecta para esta proteina en los musculos FDB,
gastrocnemio, masetero y soleo (Fig. 4). Un inmunomarcaje especifico verde fue detectado en el
sarcoplasma de las fibras musculares, presentando una mayor intensidad con patrén puntiforme en los
cortes obtenidos desde los ratones HFD comparado con los controles. De interés, este aumento en la
marcacion fluorescente fue encontrada en todos los musculos ensayados. Una marca en mosaico
heterogénea fue observada entre las células del tejido en los musculos estudiados. Esto ultimo sugiere
que posiblemente la abundancia proteica de NLPR3 sea diferencial segun el tipaje de fibras

musculares.

Evaluacion de la co-localizacion de TXNIP con NLRP3 en fibras de musculares. Ha sido
ampliamente descrito que TXNIP puede colocalizar con la proteina NLRP3 en condiciones oxidativas
celulares. Como se muestra en la figura 4, FDB, gastrocnemio, masetero y soleo presentan una
inmunomarcaje positivo para TXNIP, con una distribucion mayormente sarcolemal y sarcoplasmatica
con un patron granular. La intensidad del marcaje fue homogénea entre las células de los musculos
estudiados. Respecto a la diferencia de intensidad entre las dos condiciones estudiadas, se observa que
los musculos FDB y soleo existe un aumento de intensidad de fluorescencia en los cortes extraidos
desde los animales HFD en comparacion con NCD. De manera contraria, en el caso del musculo
masetero se observa una mayor intensidad del marcaje en la condicion de NCD en comparacion con la
HFD. En el musculo gastrocnemio no se percibe una variacion de intensidad entre ambas condiciones.
De forma interesante, en la condicion HFD en los muasculos FDB, gastrocnemio y soleo se observa en
la sobreposicion de ambas imagenes una colocalizacion periférica mayor comparada con la condicion

NCD.
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Figura 4: Co-localizacion de NLRP3 y TXNIP. Se observan imagenes representativas (40x) para el inmunomarcaje de
NLRP3 (marcaje verde) y TXNIP (marcaje rojo) en FDB, gastrocnemio, masetero y soleo respectivamente de ratones

controles (NCD) y obesos (HFD), ambos con una dieta de 8 semanas.

34



Localizacion sarcolemal y sarcoplasmatica de GSDMD en los distintos tipos de musculos. Para
evaluar la localizacion subcelular de GSDMD, inmunomarcaje en fluorescencia verde fue observado.
En la condicion NCD, tanto los musculos FDB, gastrocnemio, masetero y soleo presentan una marca
fluorescente positiva con una distribucion sarcolemal y sarcoplasmatica con un patrén puntiforme (Fig.
5). Se observd una intensidad de fluorescencia verde en mosaico y heterogénea entre las distintas
células de los musculos, especialmente en gastrocnemio. En la condicion HFD, los musculos
estudiados presentan un inmunomarcaje positivo con una distribucion principalmente sarcolemal y con
menor intensidad en el sarcoplasma, exhibe un patron puntiforme. Respecto a la intensidad de
fluorescencia comparada entre las dos condiciones estudiadas, se observa que en los musculos existe
un aumento de la intensidad, con una distribucion sarcolemal en la condicion de HFD en comparacion
con NCD. Particularmente en el misculo FDB, el aumento de la intensidad de fluorescencia presenta

un aspecto mas homogéneo en el tejido.

Ha sido reportado que GSDMD se une a dominios de membrana enriquecidos en PIP2 en macrofagos
Y Para evaluar esta interaccion en las fibras musculares, nosotros realizamos una
inmunofluorescencia contra PIP2 en los musculos estudiados. Como se muestra en la figura 5, un
marcaje fluorescente rojo muestra la localizacion de PIP2 en las fibras musculares de todos los
musculos analizados. Este marcaje present6 una distribucion sarcolemal con un patréon definido. No se
aprecio una diferencia de intensidad de fluorescencia entre los musculos asilados desde NCD y HFD.
La sobreposicion de ambas imagenes fluorescentes mostrd una colocalizacién sarcolemal para
GSDMD y PIP2, sin observar cambios aparentes en la intensidad de fluorescencia para las condiciones

NCD y HFD.

Evaluacion de la distribucion subcelular de IL-1p en los distintos musculos estudiados. La
activacion del inflamasoma NLRP3 procesa IL-1P a su forma activa . Con la finalidad de observar la

localizacion de IL-1p nosotros llevamos a cabo una inmunofluorescencia contra esta proteina en los
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musculos FDB, gastrocnemio, masetero y soleo (Fig. 6). Tanto en condicion NCD como HFD, los
musculos estudiados presentan un inmunomarcaje positivo rojo, con una distribucion sarcolemal y un
patron definido. Ademas, se observa una mayor intensidad de fluorescencia en la condicion de HFD

respecto a los musculos en condicion NCD en los cuatro musculos estudiados.

NLRP3 presenta mayor localizacion en las fibras de tipo II. Como se observo en la figura 4, la
localizacion de NLRP3 presentd un patron mosaico, nosotros realizamos una co-inmunofluorescencia
para evaluar el tipo de fibra y la localizacion de NLRP3 (Fig. 5 y 6). El tipaje de las fibras para los
musculos FDB, gastrocnemio, masetero y soleo fue el esperado, mostrando la distribucion de BADS y
SC71 acorde a la literatura. En las figuras 5 y 6, se muestra la sobreposicion del inmunomarcaje para
BADS, SC71 y NLRP3. La sobreposicion de NLRP y SC71 se exhibe con una tonalidad amarilla
mientras que la superposicion entre BADS y NLRP3 se exhibe en una tonalidad cian. De interés, se
aprecia una mayor colocalizacion en las fibras inmunorreactivas para SC71, sugiriendo que NLRP3

presenta una mayor distribucion en las fibras de tipo II.
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Figura 5: Co-localizacion de GSDMD y PIP2. Se observan imagenes representativas (40x) para el inmunomarcaje de

GSDMD (marcaje verde) y PIP2 (marcaje rojo) en FDB, gastrocnemio, masetero y soleo respectivamente de ratones controles

(NCD) y obesos (HFD), ambos con una dieta de 8 semanas.
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Figura 6: Inmunolocalizacion de IL-1p. Se observan imagenes representativas (40x) para el inmunomarcaje de IL-1f
(marcaje rojo) en FDB, gastrocnemio, masetero y soleo respectivamente de ratones controles (NCD) y obesos (HFD), ambos

con una dieta de 8 semanas.
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Figura 7: Co-localizacion de NLRP3 con fibras tipo I y tipo II en ratones control (NCD). Se observan imagenes

Gastrocnemio

Masetero

Soleo

representativas (40x) para el inmunomarcaje de NLRP3 (marcaje verde), BADS para fibras tipo I (marcaje azul) y SC71 para

fibras tipo II (marcaje rojo) en FDB, gastrocnemio, masetero y soleo respectivamente de ratones controles (NCD).
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Figura 8: Co-localizacion de NLRP3 con fibras tipo I y tipo II en ratones obesos (HFD). Se observan imagenes
representativas (40x) para el inmunomarcaje de NLRP3 (marcaje verde), BADS para fibras tipo I (marcaje azul) y SC71 para

fibras tipo II (marcaje rojo) en FDB, gastrocnemio, masetero y soleo respectivamente de ratones obesos (HFD).
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DISCUSION
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En este estudio se evaluo, por primera vez, la localizacion de NLRP3, GSDMD, TXNIP ¢ IL-1p en
secciones transversales de los musculos FDB, gastrocnemio, masetero y soleo extraidos desde animales
NCD y HFD. Estudiar estas proteinas ha sido nuestro principal foco puesto que el complejo
inflamasoma y su actividad han tomado una creciente relevancia en la patogenia de enfermedades

metabolicas.

Una alimentacidn experimental exclusiva con HFD por 8 semanas ha mostrado un desarrollo temprano
de obesidad y establecimiento de una resistencia a la insulina en ratones °?. En este trabajo nosotros
replicamos este modelo encontrando variables fisiologicas y morfométricas alteradas en la condicion
HFD comparada con la condicion NCD. Se observé un significativo aumento de peso acompaiiado con
una alteracion de la tolerancia a la glucosa, indicando un desarrollo de resistencia a la insulina en los
ratones HFD. De interés, los ratones alimentados con HFD aumentaron los niveles plasmaticos de IL-
1B, sugiriendo un ambiente inflamatorio cronico de bajo grado. De acuerdo con la literatura, la
resistencia a la insulina asociada a obesidad se caracteriza por un ambiente pro-inflamatorio de bajo

grado o inflamacion metabolica >,

Se ha caracterizado al complejo NLRP3 como un nexo directo entre metabolismo e inflamacion,
teniendo un papel central en el desarrollo de inflamacién asociada a obesidad . En nuestros resultados
se observo un inmunomarcaje positivo especifico para NLRP3 tanto en condiciéon NCD como HFD.
Sin embargo, en condicion HFD Ia intensidad del inmunomarcaje para NLRP3 fue mayor respecto a lo
observado en la condicion NCD, esto sugiere que existe una mayor distribucion de NLRP3 en los

(2521 Por otro lado, el

ratones obesos tal como se ha descrito previamente en la literatura
inmunomarcaje para NLRP3 present6 un patron heterogéneo y en mosaico, sugiriendo una distribucion

diferencial de esta proteina en las fibras musculares estudiadas. En el musculo FDB se observo un
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inmunomarcaje para NLRP3 de menor intensidad en el sarcolema respecto a los demas musculos,
sugerimos que esto ocurrid debido posiblemente a un artefacto de técnica durante la congelacion del
tejido. Dada las caracteristicas de este musculo, en particular su tamafio y volumen de alrededor de 7,8

mm3 [54]

, tuvimos inconvenientes para establecer los tiempos y temperaturas para su Optima
congelacion. Para corregir estos artefactos en el futuro, proponemos realizar una congelacion de estos
musculos siendo previamente embebidos en una abundante capa optimal cutting temperature
compound (OCT). Algunos estudios han sugerido que la activacion del inflamasoma NLRP3 podria

2521 Esta activacion podria ser

impactar en la sefializacion por insulina y en el transporte de glucosa |
crucial para comprender los mecanismos moleculares asociados a la resistencia a la insulina producida

en el musculo esquelético.

Por co-inmunofluoresencia se evaluo la distribucion de NLRP3 con relacion al tipaje de fibras para
cada musculo. Tanto en NCD como en HFD se observd una mayor co-localizacion de NLRP3 con
SC71, lo que sugiere una mayor distribucion de NLRP3 en fibras tipo II. Este resultado no ha sido
previamente descrito para el modelo animal obeso insulino resistente utilizado en este estudio. Sin
embargo, ha sido reportada previamente una relacion entre NLRP3 y el metabolismo glucolitico de las
fibras tipo II 5% *°). Mc Bride et al., demostraron la necesidad del complejo NLRP3 en fibras tipo II de
musculos esqueléticos para un aumento de la actividad de caspasa-1 relacionado al envejecimiento,
medido por el clivaje de algunas enzimas involucradas en la glicolisis °°). De Biase et al., mediante una
serie de experimentos enfocados también al envejecimiento celular demuestran la mayor presencia de
NLRP3 en fibras tipo II de musculo esquelético proponiendo una relacion directa entre el complejo
NLRP3 y al metabolismo glicolitico alterado en estas fibras . De interés, la resistencia a la insulina
ha sido propuesta con un proceso de envejecimiento prematuro de algunos tejidos °”. Debido
principalmente a una limitacion de tiempo, no se pudo llevar a cabo una cuantificacion de la intensidad

de fluorescencia en las muestras estudiadas, ni se pudo evaluar el subtipo de tipaje de fibras en los
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musculos que indiquen con mayor precision la distribucion de nuestras proteinas de interés. Dada la
creciente atencion de parte de investigaciones en torno a NLRP3 como un blanco clave para
tratamientos contra patologias metabodlicas y musculares asociadas al ambiente inflamatorio producido
por este complejo, se vuelve de alta utilidad manejar la informacién respecto a la distribucion
diferencial de NLRP3 en las distintas fibras musculares. Sin embargo, es claro que se necesita
profundizar respecto de estos resultados y seguir realizando estudios para determinar especificamente
la distribucion de NLRP3 entre los distintos tipos de fibras tipo II e incluso dilucidar la relacion directa

de esta asociacion del complejo por las fibras tipo II en condicion de obesidad.

Frente al aumento de NLRP3 en los musculos estudiados y posible activacion de caspasa-1 en
condicion HFD es esperable que los niveles de IL-1p se encuentren aumentados en esta condicion
(25138 De manera concordante, los resultados obtenidos y mostrados en la figura 6 exhiben el aumento
de la intensidad de fluorescencia aparente del inmunomarcaje en los cuatro musculos estudiados en
condicion HFD respecto a aquellos en condicion NCD. La mayoria del marcaje especifico para IL-1
en HFD se distribuye a nivel del sarcolema y alrededor de éste en la célula muscular. No obstante, se
ha descrito en la literatura que IL-1B carece de un péptido de sefializacion requerido para su secrecion

331 y se ha sugerido que su secrecion es mediante métodos

mediante las vias de secrecion clasicas
menos convencionales como el mediado por poros formados por la proteina GSDMD P4 estudiada en

esta tesis.

De acuerdo con lo descrito en la literatura, en condiciéon de inflamacion cronica de bajo grado,
GSDMD se transloca e inserta en la membrana celular donde forma poros y permite la salida de IL-13

34,35

tras la activacion proteolitica por la actividad de caspasa-1 *3°). Es esperable que en la condiciéon HFD

este fendmeno ocurra en las fibras musculares esqueléticas. De manera concordante, en nuestros
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resultados obtenidos, GSDMD se encuentra localizada mayormente a nivel del sarcolema en condicion
HFD. Para apoyar la localizacion de membrana de GSDMD se realiz6 una co-inmunofluorescencia con
PIP2, un componente fosfolipidico esencial de la membrana celular que regula a otros fosfolipidos y

31 Los resultados obtenidos muestran una colocalizacion en el

sus funciones de sefializacion
sarcolema. Por otro lado, analizando las intensidades del marcaje de GSDMD entre los distintos
musculos e incluso entre las distintas fibras dentro de cada musculo, observamos una distribucion
evidentemente heterogénea. Esto ultimo nos hace suponer que al igual que la localizacion de NLRP3

podria existir un aumento diferencial de GSDMD de acuerdo con el tipo de fibra donde se exprese y

traduzca. Sin embargo, es necesaria mayor investigacion al respecto para evaluar dicho supuesto.

De acuerdo con la literatura, la obesidad esta relacionada a un incremento en la produccion de ROS [,

El aumento del estado oxidativo celular induce la disociacion entre TXNIP/TRX para llevar a la
interaccion entre TXNIP/NLRP3 y posteriormente a la activacion del complejo inducido por ROS 2.
En las microfotografias del inmunomarcaje para TXNIP, se observaron resultados variables con un
aumento de intensidad aparente para el masculo FDB y soleo, una disminucién de intensidad aparente
para el misculo masetero y sin cambios de intensidad aparente para gastrocnemio en condicion HFD
respecto NCD. Se ha descrito que la expresion de TXNIP se ve modulada tanto por insulina
(disminuyéndola) como por glucosa (aumentandola), esperando asi, que no exista una mayor variacion
en estas condiciones estudiadas [58]. En nuestro estudio, no pudimos encontrar resultados concluyentes

respecto a la comparacion de las dos condiciones.

En resumen, nuestros resultados muestran que todas las proteinas estudiadas se encuentran presentes en
los musculos esqueléticos y que se encuentran diferencialmente localizadas dependiendo del tipaje de

fibra y de la condicion de resistencia a la insulina. Futuros estudios derivados de esta tesis exploratoria
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permitiran establecer con mayor precision la expresion, abundancia y actividad del complejo

inflamasoma NLRP3 y de las proteinas que promueven su modulacion junto con la liberacion de IL-1p.
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CONCLUSION
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FDB

Gastrocnemio

Masetero

Soleo

Figura 9. Fotografias representativas de tincion hematoxilina eosina. Se observan imagenes representativas para los
musculos FDB, gastrocnemio, masetero y soleo con tincion de hematoxilina eosina a un aumento de 40x. En cada imagen se
tifie de un tono morado los nucleos de las células mientras que de un tono rosado variable se tifie el citoplasma de estas. En

el musculo FDB se observan notables artefactos de técnica por congelacion.
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