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RESUMEN



El transportador ATP Binding Cassette A1 (ABCAL) facilita el flujo de salida de
colesterol hacia las apolipoproteinas A-1 (apoA-1) libre de lipidos, siendo una proteina
de membrana esencial en las etapas iniciales de la biogénesis de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL, High Density Lipoprotein, de sus siglas en inglés). Evidencia
reciente sugiere que ABCAL regula el contenido lipidico, la tolerancia a la glucosa y la
sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo. La mayor parte del transporte de glucosa
mediado por GLUT4 ocurre en los tubulos transversales (TT), un sistema de
membrana especializado enriquecido en colesterol y esfingolipidos presente en las
células del musculo esquelético. De manera interesante, el contenido de colesterol en
los TT estd aumentado en ratones con resistencia a la insulina (RI). Sin embargo, aun
es desconocido el papel de ABCAL en el metabolismo de la glucosa del musculo

esquelético.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el papel funcional del
transportador ABCA1 sobre la homeostasis de la glucosa y la acumulacion de
colesterol en el muasculo esquelético. Ratones C57BL/6J fueron alimentados por 8
semanas con una dieta control (NCD, Normal Chow Diet, de sus siglas en inglés) o
una dieta alta en grasas (HFD, High Fat Diet, de sus siglas en inglés). Se realizaron
ensayos de qPCR y Western blot sobre homogeneizados del masculo completo e
inmunofluorescencia en fibras aisladas de musculo. Los ratones alimentados con NCD
fueron electroporados con plasmidios shABCA1-RFP o scrambled y posteriormente se
evalué la via de sefializacion dependiente de insulina, la captacion de glucosa medida
por 2-NBDG Yy el contenido de colesterol con la tincion de Filipina Il en fibras aisladas

del musculo flexor digitorum brevis (FDB).

Los niveles de ARNm y el contenido de ABCAl fue menor en los
homogeneizados de musculo de ratones alimentados con HFD comparado con los
ratones alimentados con NCD. ABCAL1 fue localizado en los TT de fibras aisladas de
FDB y la inmunotincién fue menor en fibras provenientes de musculos de ratones HFD
comparados con los NCD. La electroporacién in vivo del plasmidio shABCA1-RFP de
los musculos FDB de ratones NCD resulté en una disminucion del 70% del contenido

de la proteina ABCA1, con un aumento de 1,6 veces el contenido de colesterol y una



disminucién de la fosforilaciébn de Akt y de la captacion de 2-NBDG dependiente de

insulina, comparada con las fibras electroporadas con el plasmidio scrambled-RFP.

Basado en estos resultados concluimos que ABCAL regula el contenido de
colesterol y afecta la captacion de glucosa en fibras aisladas de musculo esquelético.
La evidencia presentada en este trabajo, podria ayudarnos a definir si los cambios en
la expresion/funcion de ABCAL contribuye a la acumulacion anémala de colesterol y
el transporte alterado de glucosa, observado en las membranas de los TT del masculo

esquelético en una condicion de RI.



ABSTRACT



The ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) allows membrane cholesterol
efflux to lipid-poor apolipoprotein A-1 (apoA-1), an essential protein in the initial stages
of high-density lipoproteins (HDL) biogenesis. Recent reports indicate that ABCAL
regulates the lipid content, glucose tolerance and insulin sensitivity in adipose tissue.
Most GLUT4-mediated glucose transport occurs in the transverse tubules (TT), a
specialized membrane system enriched in cholesterol and sphingolipids present in
skeletal muscle fibers. Interestingly, the TT cholesterol content is increased in insulin
resistant mice. However, the role of ABCA1 on skeletal muscle glucose metabolism
remains unknown.

The main aim in this work was to evaluate the role of ABCA1 protein on glucose
homeostasis and membrane cholesterol content in skeletal muscle fibers. C57BL/6J
male mice were fed for 8 weeks with Normal Chow Diet (NCD) or with High Fat Diet
(HFD). gPCR, Western blot and immunocytochemistry assays were performed on
skeletal muscle homogenates and isolated skeletal fibers from flexor digitorum brevis
(FDB), respectively. NCD-fed mice were electroporated with shABCA1-RFP or
scrambled plasmids, and insulin-dependent signaling pathway, cholesterol content
through filipin 111 stain and 2-NBDG uptake were evaluated in cultured muscle fibers.

Compared to NCD-fed mice, ABCA1 mRNA levels and protein content were
decreased in muscle homogenates isolated from HFD-fed mice. In addition, ABCAl
was located in TT systems. In FDB muscle from NCD-fed mice, shABCA1-RFP in vivo
electroporation resulted in 70% decreased ABCAL protein content, 1.6-fold increased
cholesterol levels, reduced Akt phosphorylation and total suppression of insulin
dependent-2-NBDG uptake, compared to fibers electroporated with the scrambled
plasmid.

Based in these results we conclude that ABCAL regulates cholesterol content
and affects glucose uptake in isolated muscle fibers. The evidence showed in this work,
may help to define if the changes in the ABCA1 expression/function contribute to the
anomalous cholesterol accumulation and altered glucose transport displayed by

skeletal muscle TT membranes in the IR condition.



INTRODUCCION



1. TRANSPORTE REVERSO DE COLESTEROL

El TRC se define como el proceso en el cual el colesterol y otros lipidos son
transportados desde las células de los diferentes tejidos hasta el higado, donde los
hepatocitos extraen las moléculas lipidicas desde las HDL para luego excretarlas en
la secrecion biliar (1,2).

El colesterol es el esterol mas abundante en las células de los mamiferos,
precursor para la sintesis de hormonas, acidos biliares y vitamina D, y un componente
estructural de las membranas plasmaticas que le confiere propiedades fisico-quimicas
especificas (3,4). Ademas, es un regulador clave de la fluidez de membrana y forma
parte de estructuras especializadas tales como las balsas lipidicas y caveolas (4). El
colesterol presente en las células de los tejidos proviene de dos fuentes principales.
Aproximadamente la mitad de los esteroles son sintetizados de novo principalmente,
donde la enzima hidroxi metilglutarii CoA reductasa (HMG CoA reductasa) es
determinante en este proceso. La sintesis de colesterol ocurre tanto en el citoplasma
como en el reticulo endoplasmico y esta regulada por los niveles de esteroles presente
en las células (5). Lo restante proviene de la absorcion derivada de la ingesta de

lipidos y de su transporte por las lipoproteinas asociadas a apoproteinas B (4).

El TRC esta dividido en 3 fases. La primera fase es la salida de colesterol desde
las células periféricas al HDL que es su aceptor extracelular (6). En esta etapa
participan proteinas transportadoras que permiten la salida de colesterol y fosfolipidos,
siendo relevante ATP Binding Cassette, subfamilia A, miembro 1 (ABCA1l) (7). La
segunda fase del TRC se caracteriza por la remodelacion y maduracion de las HDL
mediante la accién de enzimas y proteinas de transferencia lipidica presentes en el
plasma (1,8). Por ultimo, la tercera fase es la llegada del HDL al higado y la liberacién
de los lipidos para su posterior ingreso a los hepatocitos, que se encargaran de la
eliminacion del colesterol (8,9). El TRC es un mecanismo que esta finamente regulado

en cada una de sus fases (8). Sin embargo, se desconoce si la presencia de



alteraciones del TRC en el muasculo esquelético puede estar involucrado en el
desarrollo de RI o viceversa (Figura A).
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Figura A. Esquema del transporte reverso de colesterol. Extraido de Brewer y cols. 2004 (10).

La lipoproteina de alta densidad como principal aceptor plasmatico de
colesterol

La HDL es considerada un aceptor universal de colesterol desde todas las
células de nuestro organismo, incluyendo el tejido canonico como el higado (11,12).
Esta macromolécula esta constituida por un nucleo de lipidos hidrofébicos rodeados
por una “caparazon” de lipidos polares y proteinas (4). El 70% del componente
proteinico de esta lipoproteina es principalmente la apoproteina A-1 (apoA-1) (6,8). La

funcién de la apoA-1 es solubilizar el componente lipidico y ser blanco de diversas vias



de sefializacion (4). Los restantes componentes son otras apoproteinas, enzimas,
proteinas de trasferencia lipidica, proteinas de fase aguda, componentes del
complemento, inhibidores de proteasas, fosfolipidos, esfingolipidos, triglicéridos,

colesterol libre, ésteres de colesterol y acidos grasos libres (6).

La formacién del HDL tiene su inicio en el higado e intestino delgado, los cuales
secretan a la sangre las apoA-1 libres o pobres en lipidos (10% de colesterol libre y
fosfolipidos). Las apoA-1 pueden fusionarse a HDL maduras o comenzar su propia
maduracién a HDL naciente o también conocido como HDL pref3. El HDL naciente es
formado cuando la apoA-1 monomeérica es expuesta a la célula cargada con colesterol,
produciéndose un flujo neto de salida de colesterol (8). Existen 3 mecanismos que han
sido descritos para la salida de colesterol desde la célula: difusion acuosa, mediado
por Scavenger Receptor B1 y mediado por proteinas de la familia ABC, siendo ABCA1

relevante en la primera fase del TRC (11).

ABCAl y su importancia en el transporte reverso de colesterol

ABCAL1 es una proteina ubicua formada por 2.261 aminoécidos con una masa
molecular de aproximadamente 240 kDa (13). Presenta 2 subunidades, cada una
compuesta por 6 segmentos transmembrana que permiten la translocacion de
sustratos y presenta a su vez dos sitios de unién a nucleétidos (13-15). Esta proteina
es dependiente de ATP y permite el transporte de salida unidireccional de colesterol
libre y fosfolipidos desde las células hacia las apoA-1 y/o HDL pref (16). El flujo de
salida de colesterol dependiente de ABCAL da cuenta de aproximadamente el 30%
del contenido de colesterol plasmatico en ratones (17). La alteracibn o mutacion de
este transportador genera una ausencia casi total de las HDL, como ocurre en la
enfermedad de Tangier, patologia que favorece la acumulacién creciente de colesterol
en las células e incrementa la formacion de placas de ateroma (1,8). De manera
interesante, estos pacientes ademas presentan una alteracion en la funcion
pancreatica e intolerancia a la glucosa, sugiriendo que la ausencia o disminucion de
HDL plasmaticos estaria involucrada en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(18,19).



La primera etapa del TRC ha sido estudiada en diferentes modelos celulares
(20-24). En fibroblastos se ha observado que un incremento del colesterol libre
intracelular se asocia al aumento del ARNm de ABCA1l (20). La exposicion de
aceptores extracelulares de colesterol, como la apoA-1 o HDL prep en cultivos de
hepatocitos, fibroblastos y macréfagos aumenta la salida de colesterol por medio de
este transportador (20,21). La expresion de ABCALl también se ve alterada en
condiciones de Rl y DM2, disminuyendo su expresion en leucocitos y fibroblastos
humanos, en la cual se observa una clara reduccion de la salida de colesterol desde
los fibroblastos de paciente diabéticos (22). O'Reilly y cols. (25) clasificaron una
cohorte de 122 individuos basados en la secrecidon de insulina en respuesta a un test
de tolerancia a la glucosa. Ellos observaron una reduccién incremental del transporte
de salida de colesterol dependiente de ABCA1 a mayor resistencia a la insulina. En
adipocitos se ha observado que ratones Knock-out para ABCAL, una alimentacion alta
en grasas promueve aumentos en el contenido de colesterol y triglicéridos,
produciendo una alteracion en la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina,
ademas de modificar la expresion de genes involucrados en la homeostasis de
colesterol y glucosa (26).

Los macréfagos de ratones Knock-out para caveolina 1 (cavl), proteina
estructural de las caveolas, muestran una reduccion en la expresion de ABCAl y una
respuesta alterada frente al aumento del colesterol intracelular (23). Chao y cols. (24),
en base a los trabajos realizados en células endoteliales de ratas, sugieren una
interaccion directa entre ABCAL y las HDL, como también entre ABCA1 y cavl, por lo
que ABCAI1 estaria mediando el flujo de salida de colesterol desde dominios ricos en
colesterol hacia los aceptores extracelulares.

A pesar de los avances en esta area, no existe evidencia de que cambios en los
niveles de expresion de ABCA1 en el musculo esquelético modifiquen la captacion de
glucosa mediada por GLUTA4, favoreciendo el desarrollo de RI, objetivo central de esta

tesis.
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2. EL MUSCULO ESQUELETICO COMO GRAN CAPTADOR DE GLUCOSA

Debido a la constante actividad motora a la que se ve exigido el musculo
esquelético, es imprescindible que exista una disponibilidad 6ptima de los sustratos
energéticos y un metabolismo adecuado que permitan mantener un balance entre las
demandas energéticas y la disponibilidad de éstas (27). El principal sustrato energético
de la célula muscular son los carbohidratos y lipidos que extrae del plasma sanguineo
(28). Ambos nutrientes son almacenados como glucogeno o como gotas lipidicas
dentro de la célula muscular (28—30). La utilizacion de estos sustratos dependeré del
tipo de actividad al que se vea sometido y del tipo de fibra muscular (31), siendo uno
de los tejidos que mayor glucosa extrae cuando aumenta la glicemia en la fase
postprandial (9) o frente al aumento de la actividad motora (32). Bajo condiciones de
euglicemia e hiperinsulinemia, alrededor del 80% de la captacién de glucosa en
humanos ocurre en el musculo esquelético, representando el principal componente de
la homeostasis de la glucosa (9). En adultos no obesos, el musculo esquelético
representa el 30 y 40% del peso corporal de mujeres y hombres, respectivamente (33).
Pacientes con DM2 presentan defectos en el metabolismo de la glucosa estimulada
por insulina en el musculo esquelético. Estas alteraciones han sido atribuidas a un
alterado transporte de glucosa, resultando en un trafico desregulado de GLUT4, la
isoforma predominante del transportador de glucosa expresado en el musculo
esquelético (34-36). Bajo estos antecedentes, cualquier alteracion en la homeostasis
de la glucosa a nivel muscular podria repercutir a niveles sistémicos. Asi, estudios en
el musculo esquelético y, mas especificamente, en la fibora muscular podrian revelar

nuevos mecanismos que determinan el desarrollo de la Rl y la DM2.

Mecanismos descritos para el transporte de glucosa en el musculo

esquelético

El musculo esquelético capta glucosa por medio de proteinas miembros de la
familia de transportadores de glucosa (GLUT). La fibra muscular esquelética expresa
el transportador de glucosa 1 y 4 en su membrana plasmatica (37,38). Los GLUT1

permiten la captacion de glucosa independiente del estimulo de insulina, dependiendo
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de las gradientes de concentracidén de glucosa entre los compartimientos intra y extra
celulares (39). Estos transportadores son enddgenos en la membrana plasmatica y
presentan una abundancia relativamente baja, por lo que en reposo son los
transportadores que captan glucosa (32). En contraste, GLUT4 es dependiente de
diferentes estimulos relacionados con sefializaciéon hormonal y metabdlica, estimulos
que modifican la abundancia de este transportador en la membrana plasmatica
(32,40). La translocacion de los GLUT4 puede ser dependiente o independiente de
insulina, esta ultima por estimulo de la contraccion muscular e hipoxia mediada por
adenosina mono fosfato kinasa (AMPK) (41), proteina maestra en la regulacion de la
homeostasis celular energética y que participa en el transporte de glucosa en

respuesta a estimulos independientes de la insulina (42).

Este trabajo de tesis, se enfoca en el transporte de glucosa mediado por GLUT4
dependiente de insulina. Como fue comentado anteriormente, el musculo esquelético
es el principal tejido encargado de captar glucosa posterior al estimulo de la insulina
(9,43,44). La unién de la insulina estimula la actividad tirosina quinasa intrinseca del
receptor de insulina, resultando en la fosforilacion en tirosina de sus sustratos
citoplasmaticos 1y 2 (IRS1y IRS2, respectivamente) (45). El grado de fosforilacién en
serina/treonina de IRS1/IRS2 determina positiva 0 negativamente la transmisién de
sefales en respuesta a insulina (46). Una vez fosforilados IRS-1 e IRS-2 activan la

enzima fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) (47). La activacion de PI3K resulta en la

fosforilacion en serina 473 de la proteina kinasa B (PKB o Akt) (48). Esto estimula la
translocacion de GLUT4 desde vesiculas intracelulares a la superficie celular. La
fosforilacién y aumento de la actividad de Akt favorece la sintesis de glucogeno y la
formacién de gotas lipidicas por estimulacion de la glucégeno sintasa kinasa (49). Asi,
la sefalizacion por insulina es un proceso finamente controlado que regula los niveles
de glucosa plasmatica. Una menor activacion de esta via conlleva a una serie eventos
gue finalmente se traducen en un estado fisiopatoldgico de RI. Sin embargo, la gran
mayoria de los estudios en esta area se han realizado en adipocitos y en miotubos,
existiendo informacion escasa con respecto al proceso de transporte de glucosa en

respuesta a insulina en el musculo esquelético adulto.
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3. HIPOTESIS DE LOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS
INVOLUCRADOS EN LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL
MUSCULO ESQUELETICO

La Rl es un desorden metabdlico complejo, que se caracteriza por una
alteracion en la capacidad que tienen las células de captar glucosa posterior al
estimulo de la insulina (50). Se considera como un estado previo al desarrollo de la
DM2, en conjunto con otros trastornos metabdlicos que conforman el sindrome
metabdlico (51). Se han propuestos variados mecanismos que subyacen a la RI, entre
ellos fosforilaciones de IRS1/2 en serina y treonina, activacion de vias proinflamatorias,
acumulacion de diacilglicerol y ceramidas, acumulacion de aminoacidos y estimulacion
de la via mTOR y/o aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno (51—
53). El estrés de reticulo endoplasmico es otro de los mecanismos descritos asociado
a estados de lipotoxicidad e inflamacion crénica, favoreciendo la acumulacion de
intermediarios lipidicos lo que altera la sefalizacion de la insulina (50,54,55). La
modificacion de la composicion lipidica de la membrana plasmatica también puede
afectar la translocacién de GLUT4 y la sefializacién de insulina (56,57). Todos estos
mecanismos se asocian a estados nutricionales alterados, como el sobrepeso y la
obesidad debido a una alimentacién alta en grasas y carbohidratos, sobrecargando la
magquinaria metabdlica celular. A pesar de la naturaleza multifactorial de la RI, adn no
estd descrito la importancia relativa de cada uno de estos mecanismos y como
interaccionan entre si en el desarrollo de esta condiciéon en el musculo esquelético

adulto.

Colesterol de membrana y su papel en la captacion de glucosa en

fibras musculares

Los cambios en la composicion lipidica pueden alterar la captacion de glucosa
mediada por insulina, lo que se explicaria, en parte, por cambios en las propiedades
fisico-quimicas de la membrana plasmatica (56—58). La proporcion de fosfolipidos poli-
insaturados y/o la cantidad de colesterol son factores que modifican la fluidez de la

membrana (59). Llanosy cols. (56) demostraron que en ratones obesos con RI existe
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un aumento de los niveles de colesterol en los TT del musculo esquelético adulto. Los
TT son invaginaciones de la membrana plasmatica (sarcolema) que representan el
80% de la membrana plasmaéatica de la fibra muscular (60). Este aumento de colesterol
disminuye la fluidez de las membranas e interactia con las proteinas de membrana
afectando tanto su funcibn como su estructura (61), factores que podrian alterar la
captacion de glucosa mediado por GLUT4. Los ratones utilizados en este trabajo
fueron alimentados con una dieta alta en grasas (HFD, High Fat Diet, de sus siglas en
inglés) durante 8 semanas, periodo en el cual desarrollaron RI, evaluada por un test
de tolerancia a la glucosa e insulinemia alterados. A nivel celular, la captacion de
glucosa fue disminuida en fibras musculares aisladas. Posteriormente, se expuso a las
células musculares de los ratones HFD a metil B ciclodextrina (MBCD), un agente que
retira colesterol de las membranas plasmaticas, intervencion que logro revertir todos
los parametros alterados, presentando un comportamiento similar a los ratones con
dieta control (NCD, Normal Chow Diet, de sus siglas en inglés). Esto sugiere que, al
modificar las concentraciones de colesterol en la membrana de las fibras musculares,
la captacion de glucosa también se ve modificada. Una mayor cantidad de colesterol
disminuye la fluidez de la membrana y también la captacion de glucosa, debido a una
menor translocacion de GLUT4 al sarcolema y TT. De manera interesante, las HDL
asociadas a flujo de salida de colesterol mediado por ABCA1, cumplen una funcion
similar a la realizada por MBCD, favoreciendo la remocién de colesterol y aumentando

la fluidez de la membrana, observado principalmente en macréfagos y leucocitos (62)
En conjunto, los antecedentes descritos nos sugieren las siguientes preguntas:

¢ Cambios en la expresion de ABCA1 modificaran el contenido de colesterol de

la membrana plasmética de las fibras musculares de raton?

¢Juega ABCA1L un papel fundamental en la captacion de glucosa en el musculo

esquelético?

¢ Existe una asociacién entre los niveles de expresion de ABCA1 y la activacion

de la via de sefializacion dependiente de insulina?
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Responder estas preguntas nos permitir4 establecer el papel de ABCA1 en el
contenido de colesterol y en el transporte de glucosa dependiente de insulina en fibras
musculares de ratones adultos. Ademas, nos ayudara a definir si cambios en la
funcidén/expresion de esta proteina por una dieta alta en grasas participa como un

nuevo mecanismo en el desarrollo de RI en el musculo esquelético.

15



HIPOTESIS
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“La disminucion de la expresion de ABCA1 incrementa
el contenido de colesterol, reduce los niveles de Akt
fosforilado y el transporte de glucosa en fibras musculares

de raton”.
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OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de ABCAL en la regulacion del contenido de colesterol de

membrana, la fosforilacion de Akt y la captacién de glucosa mediada por GLUT4 en el

musculo esquelético de ratones adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para explorar nuestra hipotesis, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos y racional:

1-

Evaluar los niveles del ARNm de ABCAL, la abundancia de la proteinay su
localizacién en fibras musculares de ratones normales comparados con
ratones obesos insulino-resistentes.

Racional: Basado en trabajos previos (56), existe una relacién inversa entre el
colesterol presente en la membrana celular y la sensibilidad a la insulina del
musculo esquelético de ratones adultos. Los ratones alimentados con una dieta
alta en grasas presentan mayor colesterol en la membrana y desarrollan
resistencia a la insulina. ABCAL es el principal transportador de colesterol de la
membrana, por lo que se esperaria que esté presente en la membrana
plasmatica de las fiboras musculares y que en ratones HFD este transportador
este alterado en relacion a su localizacion, expresion y/o funcion. Para evaluar
este objetivo, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica para establecer la
localizacion de ABCAL en condiciones de dieta normal y bajo la exposicién de
8 semanas de HFD. Ademas, se realizaron mediciones del ARNm y de la
abundancia de la proteina ABCAl en animales alimentados con NCD y en

aguellos alimentados con HFD durante 8 semanas.

Determinar el contenido de colesterol de las fibras musculares de ratones
knock-down para ABCA1ly compararlas con ratones HFD.

Racional: Para establecer si la modificacion de la expresion de ABCA1 modifica
el contenido de colesterol, se gener6 un modelo knock-down (KD) para ABCA1
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a través de la electroporacion de un shABCA1l-RFP en el FDB derecho y
scrambled-RFP en el FDB izquierdo del raton alimentado con una dieta control.
Para establecer el modelo, cuantificamos la disminucion del ARNm y la proteina
para ABCAL. Una vez establecido el modelo medimos las concentraciones de
colesterol en los FDB electroporados con el shABCA1-RFP comparados con los
electroporados con el scrambled-RFP (control). Para llevar a cabo estas
mediciones, realizamos marcaje con filipina Ill, y este ensayo visualizado a

través de microscopia de epifluorescencia.

Evaluar la via de sefializacion dependiente de insulina en ratones knock-
down para ABCAL.

Racional: A través de este objetivo evaluamos si ABCAL tiene un papel en el
control de la captacién de glucosa mediada por GLUT4. Cuantificamos en
presencia de insulina la fosforilacién de Akt en el residuo S473, a través de
ensayos Western blot de FDB de los ratones electroporados con el plasmidio
shABCA1-RFP. Como control de estos experimentos, se utilizaron los FDB de
ratones electroporados con plasmidio scrambled-RFP. De esta manera se
obtuvieron resultados del efecto de la disminucion de ABCAL sobre la via de

sefalizacion dependiente de insulina.

Evaluar el transporte de glucosa en fibras musculares de ratones knock-
down para ABCAL.

Racional: Los experimentos que abordamos en este objetivo nos permitieron
evaluar el papel de ABCAL en el transporte de glucosa mediado por GLUT4.
Para ello, determinamos la captacion del analogo fluorescente de deoxiglucosa
2-NBDG en fibras musculares aisladas desde animales electroporados con el
shABCA1-RFP comparados con ratones electroporados con el plasmidio
scrambled-RFP.
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La figura B esquematiza los 4 objetivos especificos:

Raton C57BL/6]
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musculares aisladas
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Figura B. Esquema experimental en base a los objetivos especificos propuestos
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MATERIALES Y METODOS
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Reactivos. Los reactivos que se utilizaron durante el desarrollo de este trabajo fueron
proporcionados por el Laboratorio de la Dra. Paola Llanos (Laboratorio de Mecanismos
Celulares de Enfermedades Cronicas; con financiamiento aportado por el Proyecto
FONDECYT de Iniciacion 11150243, CONICYT-CHILE) y el Laboratorio del Dr.
Enrique Jaimovich (Laboratorio de Fisiologia Celular del Musculo). Todos los reactivos
utilizados en este trabajo fueron de grado analitico.

Animales. En este estudio se utilizaron ratones machos C57BL/6J de 21 dias
destetados y alimentados exclusivamente por 8 semanas con dieta control (NCD - 10%
grasas, 20% proteinas, y 70% carbohidratos; D12450, Research diets, NJ, USA) o con
dieta alta en grasas (HFD - 60% grasas, 20% proteinas, y 20% carbohidratos; D12492,
Research diets, NJ, USA, ver en anexo), obtenidos desde el Bioterio Central de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Los roedores fueron mantenidos en una
habitacion con temperatura controlada en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas, segun el
protocolo de bioética #0822, asociado al proyecto FONDECYT de iniciaciéon N°
11150243.

Cultivo de fibra muscular. Fibras musculares adultas aisladas desde el Flexor
Digitorum Brevis (FDB) electroporado con sShABCA1-RFP o scrambled-RFP se
obtuvieron por digestion enzimatica del musculo completo como ha sido reportado por
Casasy cols (63). Brevemente, el musculo completo fue disecado e incubado con 450-
500 unidades/mL de colagenasa tipo Il (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ, USA)
por 90 min a 37°C. Posteriormente el musculo fue disociado mecanicamente con
pipetas Pasteur de diferentes diametros hasta obtener fibras Unicas. Las fibras
aisladas fueron sembradas sobre cubreobjetos pre-tratados con gel ECM (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, 10% suero de caballo y 1% penicilina/estreptomicina) y mantenidas a 37 °C y

5% CO:2 hasta su uso.

Preparacién, amplificaciéon y purificacion del ADN plasmidial. Transformacién de
bacterias: Bacterias E. coli cepa DH5a quimiocompetentes (25 uL D.O. 0,6-0,8 nm) se
transformaron en presencia de 0,1 ug del plasmido de interés. A esta mezcla se le

agrego 1 ml de medio de transformacion SOC, Triptona 20%, extracto de levaduras

23



5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, Mg 2 M, Glucosa 2 M y se incubaron a 4° C por 30 min,
seguido de un golpe térmico a 42°C por 45 segundos. Luego se incubaron por 45 min
a 37°C. Posteriormente 100 pL de la suspension de bacterias se sembraron y aislaron
sobre una placa con agar al 1,5% de medio SOB, Triptona 20%, Extracto de levadura
5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, que contiene ampicilina 50 pg/mL, como antibiético de
seleccion, toda la noche a 37°C. Después, se seleccionaron las bacterias que
completaron exitosamente la transformacion y que formaron colonias aisladas, para
ser expandidas en medio antes descrito suplementado con ampicilina para luego ser
congeladas a -80°C en DMSO 7%.

La amplificacion de plasmidios se realizdé en 100 ml de medio SOB con ampicilina (50
pg/mL) se inocularon con bacterias almacenadas en DMSO y se incubaron durante
toda la noche a 37°C en agitacion (180 rpm). Posteriormente las bacterias se
centrifugaron a 2400 xg por 15 minutos a 4°C. La purificacion del ADN plasmidial se
llevé a cabo mediante el kit QIAfilter Plasmid Maxi Kit, (Qiagen, Hilden, Alemania). La
determinacién de la concentracion de cada plasmidio se realiz6 a través de la
determinacién de su absorbancia 260/280 nm. La calidad del ADN plasmidial se evalu6
en un gel de agarosa al 1% en presencia de bromuro de etidio y se compar6 con el
estandar 1 Kb DNA Mass Ladder.

Electroporacion in-vivo de muasculo FDB. La transfeccion de los plasmidios en los
musculos FDB de los ratones adultos se realizé como se ha descrito previamente (64).
Brevemente, animales alimentados con NCD fueron anestesiados usando 5%
isofluorano e inyectados en la planta de la pata trasera con 2 mg/ml de hialuronidasa
tipo IV (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Una hora después, 20 ug de ADNc fueron
inyectados en el mismo lugar. Posteriormente, a través de electrodos orientados
paralelos entre si y perpendiculares al eje longitudinal del pie, se aplicé 20 pulsos de
100 V y 20 ms de duracion a 1 Hz utilizando un estimulador de pulsos GRASS S48
(Grass Medical Instruments, Quincy, MA, USA). Una vez transcurridos 10 dias
después de la electroporacion los animales fueron sacrificados y se extrajeron los
musculos FBD de ambas patas segun protocolo presentado anteriormente. Las

secuencias utilizadas presentes en los plasmidios fueron las siguientes:
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5-CATTCCGACAGAAGTCAGGCTCATCAACA-3’ - shABCA1-RFP.
(Origene, Rockville, MD, USA)
5-GCACTACCAGAGCTAACTCAGATAGTACT-3’ - scrambledABCA1-RFP.
(Origene, Rockville, MD, USA)

Determinacion de los cambios de expresion génica para ABCAL. Los musculos
FDB aislados desde animales NCD o HFD fueron extraidos y colocados en TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. A través
de qPCR se analizaron los niveles de expresion de ABCAL en musculos aislados de
ratones alimentados con NCD y HFD. Los partidores (Tablal) y los protocolos de gPCR
fueron utilizados como previamente ha sido reportado (65,66). El ADNc proveniente
de los ratones alimentados con NCD y HFD fue preparado mediante transcripcion
reversa de 1pg de RNA total, usando SuperScript Il de acuerdo con el protocolo de
fabricacion. EI PCR en tiempo real se realiz6 usando Platinum Taq DNA polymerase y
SYBR® Green Nucleic A (Invitrogen, Carlsbad, CA. USA), entre otros reactivos,
utilizando el termociclador Stratagene, Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Como control se amplifico el gen housekeeping GAPDH. La cuantificacion

del ARNm est4 expresada en el orden de los nanogramos.

Nombre Partidor Secuencia

ABCAL1 sentido 5-GCTCTCAGGTGGGATGCAG-3
ABCAL1 antisentido 5-GGCTCGTCCAGAATGACAAC-3

GAPDH sentido 5-CAACTTTGGCATCGTGGAAG-3'
GAPDH antisentido 5-CTGCTTCACCACCTTCTT-3'

Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados.

Electroforesis y analisis de Western blot. Los musculos fueron extraidos desde
animales electroporados con shABCA1-RFP o scrambled-RFP y lisados con tampdn
RIPA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) suplementado con inhibidores de proteasas
(Basilea, Suiza) e inhibidores de fosfatasa (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
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Posteriormente, se homogeniz6 manualmente y fue sonicado por 2 min a 4°C. El
lisado fue mantenido en hielo por 10 min y centrifugado a 1500 xg por 20 min a 4°C.
El pellet fue descartado y el sobrenadante congelado y mantenido a -80 °C hasta su
utilizacion. Las proteinas fueron cuantificadas a través del método del acido
sulfosalicilico (67). La separacion de proteinas por electroforesis se llevé a cabo por
métodos estdndares. Brevemente, 30 ug totales de proteinas fueron separadas en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE), en un gel de
gradiente discontinua de 4/12% para ABCAl1 y GAPDH, y en gel convencional 10%
para Akt fosforilada y total. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Los anticuerpos primarios fueron
diluidos 1:1000 en solucion de blogueo e incubados a 4°C durante toda la noche. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-ABCA1 (Novus Biologicals, Littleton, CO,
USA), anti-Akt (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-fosfo-Akt (Ser473,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) y GAPDH (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Posterior al lavado, las membranas fueron incubadas por una hora con el
anticuerpo secundario anti-raton o anti-conejo (1:5000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA). La deteccion se realizd por quimioluminiscencia por métodos estandares.

Inmunocitoquimica para ABCA1. Los cultivos de fibras de los musculos extraidos
desde animales alimentados con NCD o HFD fueron fijados usando 4%
paraformaldehido fresco (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA) por 15 min.
Posterior al lavado con tampén fosfato salino (PBS), las células fueron
permeabilizadas con 1% Triton X-100 por unos minutos. Luego del bloqueo con 3%
Albumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 1 h las fibras fueron
incubadas con anti-ABCA1 (1:500, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) a 4°C
durante toda la noche. Tras los lavados, se incubaron las muestras con Alexa Fluor
488 anti-conejo IgG (1:400, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), durante 1 h a temperatura
ambiente. Para preservar la fluorescencia, las fibras fueron incluidas en medio de
montaje Dako (Dako, Carpinteria, CA, USA). Como controles negativos para cada
experimento, se realizaron citoquimica sin anticuerpo primario para determinar el nivel
de sefal inespecifica. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal

(Microscopio invertido. LSM 5 Pascal, Zeiss, Alemania) y la adquisicion se realizé con
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el programa LSM 5 (Zeiss, Alemania). Las imagenes fueron almacenadas digitalmente
hasta su posterior analisis con el programa Image-J (National Institutes of Health,
USA).

Determinacion del contenido de colesterol en la membrana plasmética. El
contenido de colesterol en la membrana se realiz6 por medio de la tincion con filipina
[l (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Brevemente, las fibras shABCA1-RFP o
scrambled-RFP en cultivo fueron fijadas con 3% paraformaldehido fresco (Electron
Microscopy Science, Hatfield, PA, USA). 0,05 mg/ml filipina 1ll en PBS/10% FBS fue
incubado por 2 h a temperatura ambiente. Posterior al lavado, las fibras fueron
visualizadas a través de un microscopio de epiflurescencia (Spinning disk IX81,
Olympus, Tokio, Japon). Las imagenes fueron almacenadas digitalmente hasta su
posterior analisis con el programa Image-J (NIH, Bethesda, MD, USA). Las fibras

musculares en cultivo fueron analizadas como se ha descrito previamente (56,68).

Captacién de glucosa en fibras musculares aisladas.

Cultivos de fibras musculares adultas aisladas desde animales electroporados con
shABCA1-RFP o scrambled-RFP fueron lavadas con tampon Krebs-Ringer y
estimuladas con 100 nM insulina. Las fibras fueron expuestas con el analogo
fluorescente de glucosa a 300 uM de 2-(N-(7-Nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-
2-Deoxyglucosa (2-NBDG, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Posteriormente, las fibras
en cultivo fueron lavadas y la captura de 2-NBDG fue visualizada a través de
microscopia confocal (LSM 5 Pascal, Zeiss, Alemania). Las muestras fueron excitadas
a 488 nm y la fluorescencia fue capturada en un espectro de 505-550 nm. Alrededor
de 100 células por cultivo fueron analizadas y las imagenes fueron almacenadas
digitalmente hasta su posterior analisis con el programa Image-J (NIH, Bethesda, MD,
USA).

Consideraciones Bioéticas y de Bioseguridad. Los animales se utilizaron de
acuerdo al protocolo de uso y cuidado de animales #0822 aprobado por la Comision
de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile. Este trabajo de tesis cumple con los requerimientos basicos de
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bioseguridad para ser desarrollado, y se adecua a las exigencias establecidas por los
manuales: CONICYT Bioseguridad primera edicién, 1994, Manual de Normas de
Bioseguridad, segunda edicion 2008, Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades, CDC, cuarta edicion y el Manual de Bioseguridad en Laboratorios,
Organizacion Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005.

Andlisis Estadistico. Los resultados de los experimentos fueron expresados como
valor promedio * error estandar (ES). Para establecer la significancia de las diferencias
observadas en los promedios se analiz6 la distribucién Gaussiana normal a través de
la prueba de Shapiro-Wilk y la igualdad de varianzas a través de la prueba de Levene.
Para los datos de distribucién normal y varianzas iguales, se utilizé la prueba de T-
Student para datos pareados y ANOVA de una via seguido de pruebas de
comparaciones multiples de Dunnett o Tukey. Para aquellos datos de distribucién no
normal se utilizé el test de U Mann-Whitney para datos pareados y el test de Kruskal-
Walllis seguido de prueba de Dunn para comparaciones multiples. Un P < 0,05 fue
considerado para la significancia estadistica y el analisis de los datos y la construccién
de gréaficos se utilizé el programa computacional GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA).
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RESULTADOS
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Disminucién de la expresion de ABCA1 en el musculo esquelético de

ratones insulino resistentes.

Para establecer si la condicion de insulino-resistancia inducida por dieta
modifica el contenido de ABCAL en la fibra muscular de raton, se realizaron ensayos
de qPCR y Western blot para ABCAL en el FDB de ratones alimentados con HFD por
8 semanas. Los resultados fueron comparados con los obtenidos en ratones
alimentados con dieta NCD. Ademas, se analizo la localizacion de ABCA1 en fibras
aisladas de musculos FDB de animales alimentados con HFD comparados con

animales alimentados con NCD.

Andlisis de qPCR. Como se observa en la figura 1, el analisis de gPCR muestra una
disminucion de los niveles relativos de ARNm para ABCA1 en los animales HFD
comparados con los animales NCD en el musculo FDB. Los animales HFD alcanzaron
valores de 0,51 £ 0,09 y los animales NCD valores 1,02 + 0,03 veces. Con la finalidad
de evaluar el efecto agudo de la exposicién a HFD, nosotros medimos los niveles del
transcrito de ABCA1 en el FDB de animales de 8 semanas de edad alimentados
durante 1 semana con la dieta HFD. Como se muestra en la figura 1, los animales
alimentados con HDF durante 1 semana, mostraron un aumento en el ARNm para
ABCA1l (3,21 + 0,47 veces) comparados con los animales controles (1,03 + 0,02
veces). En conjunto, estos resultados sugieren una regulacién diferencial del ARNm
de ABCA1 en el musculo esquelético de animales alimentados con HFD por 1 6 8
semanas, sugiriendo una posible respuesta adaptativa para restaurar los niveles de
colesterol excesivos a la semana de exposicion a la dieta, respuesta que se pierde a
las 8 semanas de HFD.

Contenido de ABCAL. Con el objetivo de evaluar la abundancia de ABCAL en los
animales HFD nosotros llevamos a cabo experimentos de Western blot de
homogeneizados de FDB. Una banda inmunoreactiva fue detectada sobre 250 KDa,
similar a la observada en la corteza cerebral o en higado de ratén, ambos utilizados
como control positivo. El peso esperado para ABCA1 es de 254 KDa. Los niveles de

ABCAL1 disminuyen significativamente en los animales HFD comparados con los NCD,
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alcanzando valores de 0,39 + 0,10y 1,02 + 0,02 veces, respectivamente (Fig. 2). Estos
datos sugieren que la condicién de Rl promueve una disminucién en el contenido de

ABCAL en el musculo esquelético de raton adulto.

Localizacion de ABCAL1. Para determinar la localizacion de ABCA1 en el musculo
esquelético, nosotros evaluamos la localizacion de ABCAL en fibras Unicas aisladas
desde el musculo FDB de animales alimentados con NCD y HFD. ABCAL1 disminuye
su contenido proteico en ambos musculos de animales HFD comparados con los NCD

(Fig. 3), presentando una clara localizacion estriada.
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Figura 1. Los niveles relativos de ARNm de ABCA1 fueron determinados por RT-gPCR
en musculos de animales alimentados con NCD y HFD por 1 semana y 8 semanas. Los
niveles relativos de ARNm fueron normalizados con GAPDH. * p < 0.05, determinado
mediante analisis con la prueba de U Mann Whitney de 4 determinaciones
independientes (n = 4).
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Figura 2. Western blot representativo y cuantificacion de ABCA1 de homogeneizados
preparados desde el FDB de animales NCD o HFD. GADPH fue medida como control
de carga. 40 pg por carril. *** p < 0.001 determinado mediante analisis con la prueba de
U Mann Whitney de 4 determinaciones independientes (n = 4).
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Figura 3. Imagen confocal representativa en proyeccion z de fibras adultas desde NCD,
HFD. En el control negativo (Neg Ctrl) se omitié el anticuerpo primario. La barra indica 10
pum. Panel inferior: cuantificacién de la intensidad de fluorescencia relativa en fibras de
animales alimentados con NCD (verde) y HFD (negro) (n = 4).
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shABCA1l disminuye el contenido de ABCA1 en el FDB.

Como se comento arriba, el contenido de ABCA1 se encuentra disminuido en
los ratones HFD (Fig. 2). Con la finalidad de emular esta condicion, nosotros
electroporamos un plasmidio que codifica para sShABCA1-RFP en animales NCD a
través de electroporacion in-vivo del musculo FDB (Fig. 4A). Como se muestra en la
figura 4, ABCAL disminuye en un 70% posterior a 10 dias de la electroporacién en
homogeinizados de FDB (Fig. 4B). Este resultado fue corroborado a través de

imagenes confocales en fibras Unicas aisladas desde el FDB electroporado (Fig. 4C).

ABCALl regula el contenido de colesterol de la membrana en las fibras

del masculo esquelético.

Para evaluar el efecto de la disminucion del ABCA1 en el contenido de colesterol
de la célula muscular, se llevaron a cabo experimentos con la tincion con filipina Ill en
fiboras aisladas desde el FDB de animales electroporados con los plasmidios
scrambled-RFP o shABCA1-RFP. El andlisis de la fluorescencia en las fibras
shABCA1-RFP muestra un aumento significativo del contenido de colesterol
comparados con las fibras scrambled-RFP, alcanzando valores de 1,53 + 0,14 y 1,05
+ 0,10 veces, respectivamente (Fig. 5). De manera interesante, la fluorescencia de la
filipina 1l no mostré6 cambios significativos en las fibras scrambled-RFP comparadas

con las fibras controles, estas ultimas son aquellas que no fueron electroporadas.

shABCA1l disminuye la fosforilacién de Akt por insulina.

Insulina promueve una via de transduccion de sefales que genera la
fosforilacion de Akt en el residuo de serina 473 (S473) para la translocacion de
GLUT4 en el masculo esquelético. Con la finalidad de evaluar la fosforilacién de este
residuo, nosotros llevamos a cabo experimentos de Western blot en el musculo FDB
de animales electroporados con shABCA1-RFP y scrambled-RFP. Como se muestra

en la figura 6, la electroporacion de shABCA1-RFP disminuye aproximadamente en
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un 72% la fosforilacidon del residuo de S473 en presencia de insulina. Estos resultados
sugieren que la disminucién de ABCA1 afecta la fosforilacion de Akt, lo cual podria
tener un efecto en la translocacion de GLUT4 y con ello en la disminucion de la

captacion de glucosa.

La presencia de ABCALl es requerida para el transporte de glucosa
mediado por GLUT4 en fibras musculares aisladas.

Con la finalidad de evaluar el papel de ABCAL en la captaciéon de glucosa
mediada por GLUT4, se midio la captacion de 2-NBDG, un analogo fluorescente de
glucosa, en las fibras musculares aisladas desde el FDB de animales electroporados
con los plasmidios scrambled-RFP o shABCA1-RFP. Como se muestra en la figura
7, 100 nM de insulina promueve un aumento de la fluorescencia (2,17 + 0,26 veces)
en las fibras electroparadas con scrambled-RFP comparadas con las fibras
scrambled-RFP en condiciones basales (1,00 + 0,08 veces). En contraste, este
aumento no fue observado en las fibras ShABCA1-RFP en presencia de insulina y los
valores fueron similares a la condicion basal en las fibras shABCA1-RFP, 1,17 + 0,15
y 1,29 + 0,12 veces, respectivamente. Estos resultados sugieren que ABCA1 es

requerido para el transporte de glucosa en fibras musculares aisladas.
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Figura 4. (A) Imégenes de epifluorescencia del masculo FDB electroporado con
shABCA1-RFP. Imagen de luz transmitida (panel izquierdo), imagen fluorescente de
RFP (panel central). La sobreposicion de ambas imagenes se muestra en el panel
derecho. (B) Western blot representativo y cuantificacion de ABCA1 en homogeneizados
preparados a partir del masculo FDB de ratones electroporados con plasmidios
shABCA1-RFP o scrambled-RFP de 2 experimentos independientes (n = 2). 30 ug por
carril. Scr: scrambled; Sh: shABCA1. (C). Imagenes de epifluorescencia en fibras
aisladas desde FDB electroporados con shABCA1-RFP. Imagen de luz transmitida
(panel superior), imagen fluorescente de RFP (panel central). La sobreposicion de
ambas imagenes se muestra en el panel inferior. La barra indica 30 pum.
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Figura 5. (A) Imagenes representativas de epifluorescencia de fibras musculares
aisladas desde el musculo FDB con los vectores plasmidiales shRNA ABCA1-RFP vy
scrambled-RFP (paneles centrales) y tincion con filipina Ill (paneles derechos). (B)
Cuantificacion de la fluorescencia relativa de filipina Ill en el control y las fibras
electroporadas. Valores promedio £ ES. * P <0,05 vs. control, determinada por el test de
Kruskal-Wallis seguido del post test de Dunn de 3 determinaciones independientes (n =
3). La barra indica 40 pm.
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Figura 6. Western blot representativo y cuantificacion de pAkt (S473) y Akt total en
homogeneizado de musculo FDB electroporados con shABCA1-RFP o scrambled-RFP
en condiciones basales o estimulados con 100 nM insulina. Después de
aproximadamente 10 dias de electroporacioén in vivo, los musculos fueron aislados y
homogeneizados tras la incubacién en condiciones basales o estimulados con insulina.
Valores promedio + ES. * P <0,05 vs. condicidon basal, determinada por el test de Kruskal-
Walllis seguido del post test de Dunn de 4 determinaciones independientes (n = 4). Scr:
scrambled; Sh: shABCAL.
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Figura 7. Las fibras musculares aisladas fueron cargadas con 300 uM de 2-NBDG por
15 minutos y preincubadas por 20 minutos con 100 nM de insulina. (A) Imagenes
confocales representativas de fibras musculares aisladas electroporadas con plasmidios
scrambled-RFP y shARN ABCA1-RFP cargadas con 2-NBDG en condicién basal y en
presencia de insulina. (B) Efecto de 100 nM de insulina sobre la captacién de 2-NBDG
en fibras electroporadas con plasmidios scrambled-RFP y shARN ABCA1-RFP. Valores
promedio + ES. *** P < 0,001 vs. condicion basal, determinado por ANOVA de una via,
seguido del test post-hoc de Tukey de 4 determinaciones independientes (n = 4). La
barra indica 40 pm.
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DISCUSION
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El objetivo central de este trabajo fue evaluar el efecto de la disminucion de la
expresion de ABCAL, una proteina clave en la homeostasis del colesterol que participa
en las fases iniciales del TRC, sobre el transporte de glucosa dependiente de insulina

en fibras musculares esqueléticas adultas.

La exposicion a una dieta alta en grasas tiene diversos efectos sobre el
metabolismo celular, sobrecargando la maquinaria metabodlica y alterando la
homeostasis de lipidos y carbohidratos, factores relacionados con la Rl (69). Nuestros
resultados muestran que la exposicion de 8 semanas a una dieta alta en grasas tiene
un efecto represor de la expresion del ARNm y de la proteina de ABCAL en las fibras
musculares (Fig. 1). Estos datos son similares a los descritos por Miso y cols. (70),
quienes observaron una disminucion significativa de la proteina ABCAL en el higado
tras la exposicion de 6 semanas de una dieta alta en grasas. De manera interesante,
en su trabajo se observaron dos fenotipos marcados, un grupo de ratones resistentes
a la obesidad y otro grupo propenso a la obesidad. Este ultimo grupo se caracterizo
por una pronunciada ganancia de peso corporal que correlacionaba con una
disminucion importante de la expresion de ABCA1. En contraste con lo anterior, los
ratones resistentes a la obesidad presentaron una menor ganancia de peso sin
cambios en la expresion de ABCAL. Es importante sefialar que nosotros también
observamos la presencia de estos fenotipos, lo que podria llevar a subestimar la
disminucién de ABCA1 por exposicion a una dieta alta en grasas (datos no mostrados).
Por otro lado, Singaraja y cols. (71) describieron un aumento del ARNm de ABCA1 en
diversos tejidos (cerebro, corazon, higado y macrofagos) posterior a la exposicion a
una semana de dieta alta en grasas. Una respuesta similar hemos encontrado al
mismo tiempo de exposicion en nuestros experimentos (Fig. 1, izquierda). Pacientes
con Diabetes tipo 1 (DM1) también muestran una disminucion de la expresion de
ABCALl y un aumento en el contenido de colesterol en podocitos, aumentando la
apoptosis celular y la pérdida de fosforilacion de caveolina (72). Mizuno y cols. (73)
encontraron mayor ubiquitinacion y degradacion lisosomal de ABCA1l en células

hepaticas y macrofagos en condiciones de acumulacion de colesterol celular.
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A pesar de que la dieta alta en grasas utilizada en este trabajo no esta
enriquecida en colesterol, existen mecanismos que explicarian su acumulacion
intracelular debido a la modificacién del flujo de colesterol en las células musculares.
O’Reilly y cols. (25) describieron que la exposicion crénica a una dieta alta en grasas,
especificamente en 4cidos grasos saturados produce una alteracion en el TRC desde
el higado hacia las heces fecales, provocando un aumento del colesterol plasmatico y
una disminucion del clearence desde la circulacion. En este estado se observa ademas
un aumento del tamafio de las HDL maduras y una disminucion de las HDL pequeiias
0 nacientes. La conformacion proteinica de las HDL se ve modificada, principalmente
por acumulacion de proteinas de fase aguda derivadas del higado alterando su funcién
anti-aterogénica y anti-inflamatoria. Todos estos cambios ocurren paralelamente con
una disminucion del flujo de salida de colesterol dependiente de ABCAL. Esta
respuesta podria explicarse por una alteracion en la interaccion entre las apoA-1
presentes en las HDL pequefas o nacientes y ABCAL. La ApoA-1 es un componente
esencial de las HDL y es imprescindible para el inicio del TRC. La interaccion de apoA-
1 con ABCA1 promueve un aumento de los niveles de ABCA1l disminuyendo su
degradacion (74). También se ha descrito que la interaccién entre estas proteinas
activa distintas vias de sefalizacién que estabilizan a ABCA1, aumentan su actividad
y modifican su transcripcién (75). Por lo tanto, la carga lipidica generada por una dieta
alta en grasas modifica la morfologia de las HDL y en consecuencia podria interferir
en su interaccion con ABCA1, limitando el flujo de colesterol y favoreciendo la

acumulacion de éste a nivel intracelular.

Se ha reportado que la expresion de ABCAL también esta determinada por la
composicién lipidica a la cual es expuesta la célula. Ku y cols. (76) demostraron que
la exposicion a acidos grasos poli-insaturados como el acido linoleico, tienen un efecto
represor de los niveles de ARNm y de la proteina de ABCA1 en cultivos celulares de
higado e intestino delgado, no asi frente a la exposicidon de acidos grasos saturados
como el acido palmitico. Los autores proponen mecanismos post-traduccionales que
explicarian el efecto represor sobre la proteina de ABCA1, disminuyendo su estabilidad
y vida media en la membrana plasmatica. Aun asi, la evidencia no logra esclarecer

completamente el mecanismo de disminucién del ARNm ni de la proteina de ABCAL.
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En condiciones fisiolégicas la expresion de ABCAl esta regulada
principalmente por la activacion del receptor nuclear de higado X (LXR, Liver-X-
Receptor, de sus siglas en ingles) y su dimerizacion con el receptor nuclear retinoico
X (RXR, Retinoic-X-Receptor, de sus siglas en inglés) (7). La presencia de oxiesteroles
es necesaria para activar estos factores de transcripcion, por lo que un exceso de
colesterol intracelular produce una respuesta de retroalimentacion negativa, que
contrarresta la acumulacion anomala de colesterol mediante el aumento de la
transcripcion de ABCAL (7). Nuestros resultados sugieren que la exposicion crénica
de una dieta alta en grasas genera una respuesta no adaptativa de las fibras
musculares frente al aumento de colesterol intracelular, favoreciendo su acumulacion.
Sin embargo, la expresion de ABCALl también puede disminuir en presencia de
estados pro-inflamatorios, como es en el caso de la obesidad, en la cual existe un
estado de inflamacién crénica por aumento de citoquinas inflamatorias circulantes
provenientes del tejido adiposo (7,77,78), lo que podria explicar, en parte, esta
respuesta a mas largo plazo sobre la expresion de ABCAL. La disminucion de esta
proteina fue confirmada ademas por ensayos de inmunocitoquimica, donde se observa
una localizacion en la periferia de la célula y en patron estriado al interior de ésta (Fig.
3), similar a lo observado por Wellington y cols., quienes muestran una distribucion de
ABCA1 a lo largo de las estriaciones de la célula muscular normal (79). En conjunto,
nuestros resultados sugieren que la dieta alta en grasas tiene efectos moduladores

sobre la transcripcion de ABCAL.

Dado que la dieta alta en grasas tiene influencias en otras vias metabdlicas que
explican el mecanismo de produccion de la RI, se establecié un modelo Knock-down
para ABCAL con el fin de aislar el efecto que tiene su disminucién sobre el contenido
de colesterol y la captacion de glucosa, logrando reducir la expresion de esta proteina
en un 70%, similar a lo observado en otros modelos celulares (26,80). ABCAl1
transporta colesterol desde las reservas intracelulares y desde la membrana celular
hacia aceptores extracelulares (11). La disminucion del contenido de ABCAL tiene
repercusiones directas en el contenido de colesterol como se observa en la figura 5,
mostrando un aumento en el contenido total de colesterol en las fibras musculares

Knock-down para ABCAL, lo que sugiere una acumulacion anémala de colesterol
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comparada con las fibras control. EIl contenido de colesterol afecta las propiedades
fisico-quimicas de las membranas bioldgicas, modificando el estado de fluidez,
limitando la fuga de iones, modulando sefiales de transduccion y el trafico de proteinas
de membrana (81). Han sido descritos dominios proteicos especificos de unién a
colesterol llamados CRAC y CARC (61,82), los cuales tienen una alta afinidad por
colesterol y modulan la funcion y conformacion estructural de las proteinas de
membrana. Cualquier cambio en el contenido de colesterol modificara la funcién de
estas proteinas (83). Nosotros hemos observado en base a un andlisis bioinformatico,
que GLUT4 presenta 7 de estos dominios altamente afines al colesterol (datos no
mostrados). Por lo tanto, GLUT4 no estid exenta de modificaciones en su
funcion/estructura debido a cambios en el contenido de colesterol de membrana,

mecanismo alternativo que podria explicar una disminucién en la captacion de glucosa.

La proteina Akt y especificamente Akt2 es un nodo de sefalizacion que
interviene en la translocacion de GLUT4 y en la captacion de glucosa dependiente de
insulina (53). En presencia de insulina se observa una disminucion de la fosforilacion
en S473 en las fibras de animales Knock-down para ABCAL1 en comparacion con los
animales control. Esto sugiriere que la disminucion de la proteina de ABCAL y/o la
acumulacion de colesterol en la membrana disminuyen la activaciéon de Akt mediada
por insulina, modificando la cascada de sefializacion rio abajo de esta via. Esta es la
primera vez que se muestra una disminucion en la activacion de Akt en fibras
musculares adultas debido a cambios en el contenido de ABCAl. Basado en estos
resultados podemos anticipar que la translocacion de las vesiculas de GLUT4 y la
captacion de glucosa se veran disminuidas en las fibras Knock-down para ABCAL.
Esto se confirma parcialmente en la figura 7, donde se muestra una disminucién de la
captacion de glucosa mediada por GLUT4 posterior a la estimulacion con insulina en
fiboras Knock-down para ABCA1. Otros estudios han mostrado un comportamiento
similar, en los cuales una disminucion o ausencia de ABCAL y/o la acumulacién de

colesterol intracelular favorece al desarrollo de un estado de RI (26,56,57,84).

A pesar de los antecedentes mostrados en este trabajo, quedan algunas

interrogantes futuras que nos permitiran caracterizar mas detalladamente el
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mecanismo de RI en fibras musculares por acumulacién de colesterol. En este trabajo
los experimentos realizados con filipina 11l para determinar el colesterol celular son
imagenes de epifluorescencia (Fig. 5). Nuestros resultados no especifican la
distribucion diferencial de colesterol entre sarcolema y TT, informacion de relevancia
dado que la translocacion de GLUT4 por estimulacion del receptor de insulina tiene
una marcada preferencia por los TT (85). Por otro lado, los mecanismos que
actualmente describen la génesis de la Rl confluyen en la alteracién de la activacion
de IRS1/2 (53), por lo que seria de interés establecer su participacion en el mecanismo
propuesto en este trabajo. Por ultimo, a pesar de que Akt2 es el principal nodo de
sefializacion que permite la translocacion de GLUT4 a la membrana celular, hay otros
nodos de sefializacién que no dependen de la insulina, como es el caso de la via
mediada por AMPK (via independiente de insulina). Esta via podria estar involucrada
en contextos de estrés celular y sobrecarga metabdlica, como es el caso de los

animales RI alimentados cronicamente con una dieta alta en grasas.

Este trabajo muestra por primera vez la participacion de ABCAL en la regulacion
del contenido de colesterol y el transporte de glucosa en el masculo esquelético de
ratones adultos. Sin embargo, los resultados no establecen una causalidad entre estos
dos fendmenos. Por esta razon, estamos trabajando para determinar si los efectos
observados son mediados por el aumento del contenido de colesterol en la fibra
muscular. Asi, hemos comenzado a explorar si la preincubacion con MBCD en fibras
electroporadas con shABCAL1-RFP revierte el efecto deletéreo generado por la
disminucién de ABCAL. Estos resultados y futuros experimentos permitiran establecer
una posible relacion causal entre la desregulacion del colesterol celular y la Rl en las

fibras musculares.
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CONCLUSION
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El presente trabajo nos ha permitido entender la importancia de la proteina
ABCAl y su efecto sobre el metabolismo de la glucosa en células musculares
esqueléticas. La alteracion del flujo del colesterol aparece como un posible mecanismo
que favorece el desarrollo de RI. De esta manera, los mecanismos que puedan
aumentar o disminuir el colesterol intracelular podrian afectar el transporte de glucosa
y la sensibilidad a la insulina, como un mecanismo independiente a los propuestos

hasta el momento.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que ABCA1l juega un papel
fundamental en la captacion de glucosa en fibras musculares de ratones adultos. Los

principales resultados de esta tesis se resumen a continuacion:

e 8 semanas de una dieta alta en grasas genera una disminucion del ARNm y la

proteina de ABCAL, asi como su localizacion en la fibra muscular aislada.

e La disminucién de ABCA1 a través de un plasmidio shABCA1-RFP produce una
acumulacion de colesterol en las fibras musculares comparadas con las fibras

control.

e La disminucién de ABCAL altera la via de sefializacion dependiente de insulina,
disminuyendo la fosforilacion de Akt2 en serina 473 posterior a la estimulacion con

insulina.

e La disminucion de ABCA1 anula la captacion de glucosa dependiente de insulina
en fibras Knock-Down para ABCAL.

Nuestros datos confirman la hipotesis propuesta en este trabajo y permiten
establecer una asociacion entre el manejo intracelular de colesterol y el transporte de
glucosa. La conclusion de este trabajo es que ABCAL participa en la regulacion del
contenido de colesterol intracelular y en el transporte de glucosa dependiente de
insulina. Establecer los fendmenos que subyacen a la acumulacién de colesterol nos
permitiran explicar un nuevo mecanismo para el desarrollo de RI, abriendo un nuevo

blanco farmacolodgico para la Rl y la DM2.
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1. Férmula de dieta alta en grasas (HFD)

Description
Rodent Diet with 60% kcal% far.

Used in Research
Fatty Liver
Inflammation

Obesity

Diabetes

Packaging

Product is packed in 12.5 kg box.
Each box is identified with the
product name, descriprion, lot
number and expiration date.

Lead Time
IN-STOCK.
Ready for next day shipment.

Gamma-lrradiation
Yes. Add 10 days to delivery time.

Form

Pellet, Powder, Liquid

Shelf Life

Most dicts require storage in a cool
dry environment. Stored correctly
they should last 6 months.
Because of the high fat content is
best if kept frozen.

Formula
Product #D12492

Protein
Carbohydrare
Fat

Ingredient

Cascin, 30 Mesh
L-Cystine

Corn Starch
Malrodextrin 10
Sucrose

Cellulose, BW200

Soybean Oil
Lard*

Mineral Mix $10026
DiCalcium Phosphate
Calcium Carbonate
Potassium Citrate, 1 H20

Vitamin Mix V10001
Choline Bitartrate

FD&C Blue Dye #1

Total

Formulated by E. A. Ulman, Ph.D., Research Diets, Inc., 8/26/98

and 3/11/99.

Total
kcal/gm

am%
26.2
26.3
34.9
5.24

am

200

125
68.8

50

25
245

10
13
5.5
16.5

10
2

0.05

773.85

“Typical analysis of cholesterol in lard = 0.72 mg/gram.

Cholesterol (mg)/4057 keal = 216.4
Cholesterol (mg)/kg = 279.6

kecal%

20
20
60
100
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